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Abstract

Environmental and genetic (in approximately 50%) factors are responsible for the development of alcohol abuse and
dependence. The main genes responsible for the risk of harmful alcohol consumption are the genes encoding the
enzymes of ethanol metabolism in the human body. Ethyl alcohol is oxidized to acetaldehyde by alcohol dehydroge-
nases found in the liver (ADH1B, ADH1C and ADH4) and stomach (ADH?). Gastric metabolism of ethanol is able to
reduce the amount of alcohol reaching the bloodstream by up to 10% of the dose taken. ADH7 gene variations could
be associated as the risk of developing alcohol abuse and dependence. Aim of the study: Analysis of tag SNPs in the
ADH?7 gene and determination of the relationship between those variants and the risk of developing alcohol abuse and
dependence in the Polish population. Materials and methods: Blood samples from 159 autopsies from alcohol abusers
and/or addicts and 201 buccal swabs taken from controls. Genotyping was performed using the Real Time PCR method
with TagMan probes on 3 tag SNPs: rs284786, rs1154470 (within the ADH?7 gene) and rs7690269 (from the intergenic
region). The obtained genotypes were randomly verified by Sanger sequencing. Results and conclusions: The results
of the performed statistical analyses of the obtained genotypes did not confirm the relationship between the above-men-
tioned variants and a risk of developing problems with alcohol consumption, based on samples from the Polish popu-
lation.
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Streszczenie

Naduzywanie i uzaleznienie od alkoholu zalezy zaréwno od czynnikéw $rodowiskowych, jak i w okoto 50% czynnikéw
genetycznych. Gtéwnymi genami, ktére s3 odpowiedzialne za zwigkszone ryzyko rozwoju szkodliwego spozywania
alkoholu sg geny kodujace enzymy rozkladu etanolu w organizmie ludzkim. Alkohol etylowy jest utleniany do alde-
hydu octowego przez dehydrogenazy alkoholowe wystepujace w watrobie (ADH1B, ADHI1C i ADH4) oraz zofadku
(ADH?). Metabolizm zotadkowy etanolu jest w stanie obnizy¢ jego ilo$¢ trafiajacg do krwiobiegu nawet do 10% przy-
jetej dawki. Zmiany wystepujace w genie ADH7 wykazuja zwiazek z iloscig spozywanego alkoholu, a takze ryzykiem
rozwoju naduzywania i uzaleznienia od tej substancji. Cel pracy: Analiza zmian znacznikowych w genie ADH7
i okreslenie zwigzku wariantéw badanego genu z ryzykiem rozwoju naduzywania i uzaleznienia od alkoholu w popu-
lacji polskiej. Materialy i metody: Materiat do badan stanowita krew pobrana od 159 denatéw, ktorzy naduzywali i/lub
byli uzaleznieni od alkoholu oraz 201 wymazéw policzkowych od 0séb kontrolnych z populacji polskiej. Wykorzystu-
jac metode Real Time PCR z sondami TagMan wykonano genotypowanie w zakresie 3 zmian znacznikowych: rs284786,
rs1154470 (w obrebie genu ADH7) i rs7690269 (z regionu miedzygenowego). Otrzymane genotypy losowo weryfikow-
ano sekwencjonowaniem metoda Sangera. Wyniki i wnioski: Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw nie potwi-
erdzita zwigzku wybranych wariantéw z ryzykiem naduzywania i uzaleznienia od alkoholu.

Stowa kluczowe: kluczowe: uzaleznienie od alkoholu, naduzywanie alkoholu, dehydrogenazy alkoholowe, dehydro-

genaza zoladkowa, ADH7

Wprowadzenie

W wieku XVIII spozywanie alkoholu zaczeto po-
strzega¢ jako problem medyczny [1]. Naduzywanie
alkoholu powoduje szereg choréb i urazéw, a takze
wplywa negatywnie na funkcjonowanie rodzin oraz
spoleczenstwa [2]. Wedlug danych Komendy Gléw-
nej Policji (KGP) w 2021 roku 8,4% ogétu wypad-
kéw drogowych spowodowaly osoby bedace pod
wplywem alkoholu, natomiast w 18,5% utonie¢ ofia-
ry spozywaly alkohol przed wypadkiem [3], [4].
Znaczny odsetek podejrzanych o dokonanie za-
bdjstw, spowodowanie uszczerbku na zdrowiu, po-
bicie, rozboje, kradzieze i wymuszenia rozbdjnicze,
gwalty, uszkodzenia mienia czy przestepstwa prze-
ciwko funkcjonariuszom byta pod wptywem alko-
holu [5]. Raport WHO (sporzadzony w 2016 roku)
wskazuje, iz problem z naduzywaniem alkoholu ma
12,8% populacji Polski, natomiast 2,2% populacji
jest uzalezniona od alkoholu (wedtug klasyfikacji
ICD-10) [2].

Background

In the 18" century, alcohol consumption started
to be perceived as a medical issue [1]. Alcohol abuse
causes a series of diseases and injuries, and also neg-
atively affects the functioning of families and society
[2]. In 2021, according to the data of the National
Police Headquarters (NPH), 8.4% of overall traffic
accidents were caused by persons under the influ-
ence of alcohol, whereas, in 18.5% of drowning
cases, the victims consumed alcohol prior to the
incident [3], [4]. A significant percentage of people
suspected of committing homicide, causing bodily
harm, criminal battery, mugging, theft and extor-
tion robbery, rape, property damage, or crime
against officers were under the influence of alcohol
[5]. A WHO report (prepared in 2016) indicates
that alcohol abuse problem concerns 12.8% of the
population of Poland, whereas 2.2% of the popula-
tion is addicted to alcohol (based on ICD-10 classi-
fication) [2].
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Naduzywanie i uzaleznienie od alkoholu klasyfi-
kuje si¢ jako jednostke chorobowa o podlozu zlozo-
nym, co oznacza ze zardwno zjawiska socjologiczne
i psychologiczne, jak i cechy dziedziczne sktadajg sie
na ich rozwoj. Szacuje sie, ze okoto 50% ryzyka roz-
woju naduzywania i uzaleznienia od alkoholu stano-
wig czynniki genetyczne, natomiast na pozostala
cze$¢ sktadajg si¢ czynniki srodowiskowe oraz inte-
rakcje pomiedzy nimi a czynnikami genetycznymi
(6], [7].

Dane uzyskane z licznych szerokogenomowych
analiz asocjacyjnych wskazuja na silny zwiazek re-
gionu na chromosomie 4, zawierajacego geny kodu-
jace enzymy z rodziny dehydrogenaz alkoholowych
(ADH), a takze loci dehydrogenaz aldehydowych
(ALDH) z czesto$cia wystepowania zaburzen spozy-
wania alkoholu. Produkty tych genéw s3 zaangazo-
wane w metabolizm alkoholu w organizmie [8]-
[10]. Enzymami odpowiedzialnymi za utlenianie
ponad 90% przyjetego alkoholu etylowego do alde-
hydu octowego s3 ADH1B, ADH1C, ADH4 oraz
ADHY. Pierwsze trzy izoenzymy z rodziny ADH
wykazuja swoje dzialanie gtéwnie w watrobie, nato-
miast w Zoladku najistotniejszym izoenzymem jest
ADH?7. Metabolizm zolagdkowy moze obnizy¢ bio-
dostepnos¢ spozytego alkoholu etylowego nawet
0 10% [11], [12]. Jego rola w calkowitym metabo-
lizmie alkoholu oraz wlasciwosci enzymatyczne
ADH?7 zostaly szerzej opisane we wcze$niejszej
pracy [13].

Gen ADH? zlokalizowany jest na dlugim ramie-
niu chromosomu 4 (4q22-4q23), gdzie wszystkie 7
genow skladajacych si¢ na rodzing ADH wystepuje
w postaci klastra rozciagajacego si¢ na okoto 370 kpz
[14]. Region ten powstal poprzez wielokrotng dupli-
kacje genow i wiele wariantéw tu wystepujacych po-
zostaje w silnym sprzezeniu genetycznym [15].
W genie ADH7 mozna wyrdzni¢ 3 bloki wariantéw
sprzezonych, co oznacza ze dziedzicza si¢ one wspol-
nie [16].
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Alcohol abuse and addiction are classified as a
disease entity of complex background, which means
that both sociological and psychological phenom-
ena, and hereditary qualities contribute to their
development. It is estimated that about 50% of the
risk for alcohol abuse and addiction development
constitute genetic factors, whereas environmental
factors and interactions between them and the
genetic ones constitute the remaining part [6], [7].

Data obtained from numerous genome-wide
association studies indicate a strong connection of
the region on chromosome 4 containing genes that
encode alcohol dehydrogenase (ADH) enzymes and
also of aldehyde dehydrogenase loci (ALDH) with
the prevalence of alcohol use disorders. The prod-
ucts of these genes are engaged in alcohol metabo-
lism in the body [8]-[10]. Enzymes responsible for
oxidation of more than 90% of ingested ethyl alcohol
to acetaldehyde are ADH1B, ADHIC, ADH4 and
ADH?7. The first three isoenzymes of the ADH fam-
ily demonstrate their activity mainly in the liver,
while in the stomach the most relevant isoenzyme is
ADH?Y. Gastric metabolism can reduce the bioavail-
ability of ingested ethanol by up to 10% [11], [12]. Its
role in total alcohol metabolism and the enzymatic
properties of ADH7 were further described in an
earlier paper [13].

The ADH7 gene is located on the long arm of
chromosome 4 (4q22-4q23), where all 7 genes con-
stituting ADH family occur in the form of a cluster
extending over about 370 kbp [14]. This region was
created through multiple gene duplication and many
of the variants found here remain in strong genetic
linkage [15]. There are 3 blocks of linked variants in
the ADH7 gene, which means that they are inherited
together [16].
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Cel pracy

Za cel pracy obrano okreslenie udzialu zotadko-
wego metabolizmu alkoholu w rozwoju naduzywa-
nia i uzaleznienia od alkoholu w populacji polskiej,
poprzez analiz¢ czestosci wariantéw znacznikowych
(ang. tag SNP) genu ADH?7. Realizacja zalozonego
celu obejmowala wyselekcjonowanie na podstawie
piS$miennictwa oraz listy wariantéw silnie sprzezo-
nych genetycznie (wartosci r* i D” w zakresie 0,95-
1,00) trzech wariantéw znacznikowych badanego
regionu genetycznego. Kazdy wybrany wariant jest
zmiang polimorficzng, dwa z nich obejmuja duze
bloki sprz¢zen w genie ADH7 natomiast trzeci znaj-
duje si¢ w regionie miedzygenowym, ktéry obejmuje
blok silnie sprzezonych genetycznie wariantéw od-
powiedzialnych za regulacje ekspresji genu ADH7
[17]. W tabeli 1 zawarto opis wybranych do analizy
zmian polimorficznych.

The aim of the study

The aim of the study was to determine the contri-
bution of gastric alcohol metabolism to the develop-
ment of alcohol abuse and addiction in the Polish
population by analyzing the frequency of tag SNPs
of the ADH?7 gene. The realization of the set objecti-
ve involved the selection based on the literature and
a list of highly genetically linked variants (r* and D’
values in the range of 0.95-1.00) of three tag SNPs of
the genetic region under study. Each selected va-
riant is a polymorphic change, two of which involve
large linkage blocks in the ADH7 gene, while the
third one is located in the intergenic region which
encompasses a block of highly genetically linked va-
riants responsible for regulation of the ADH7 gene
expression [17]. Table 1 includes description of
polymorphic variants selected for analysis.

Table 1. Selected tag SNPs of ADH7 gene. Description and frequencies of variants taken from

the Ensembl database

Tabela I. Wyselekcjonowane warianty znacznikowe geny ADH7. Opis i czestosci wariantéw

pobrane z bazy Ensembl [17]

MAF (EUR-CEV) Allele
SNP Lokalizacja / Localization HapMap/ Alleles
1000 Genome Project Phase 3
rs284786 3 ‘UTR -/0,227 T/A
rs1154470 intron 1 0.323/0,328 G/A
rs7690269 region miedzygenowy 0,004/0,005 T/C

MAF (EUR-CEU) - czesto$c rzadziej wystepujacego allelu dla populacji mieszkaricéw Utah pochodzacych

z pétnocnej i zachodniej Europy.

MAF (EUR-CEU) — Minor Allele Frequency for populations of Utah residents from northern and western Europe.

Materiaty i metody

Na wykonanie badan uzyskano zgode niezaleznej
Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych
dzialajacej przy Uniwersytecie Medycznym w Lubli-
nie o numerze KE-0254/38/2017.

Materials and methods

The study was approved by the independent Bioeth-
ics Commiittee for Scientific Research at the Medical
University of Lublin (no. KE-0254/38/2017).
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Materiaty

Grupe badang stanowita krew z zyly udowej pobra-
na podczas autopsji 0s6b naduzywajacych i/lub uza-
leznionych od alkoholu. Wszystkie zakwalifikowane
do badania osoby byly polskiego pochodzenia, tacz-
nie 159 oséb, wsrod ktorych bylo 68% mezczyzn
(n=108) oraz 32% kobiet (n=51). Grupe kontrolng
stanowili ochotnicy, od ktérych pobrano wymazy
policzkowe. Wczesniej wypelnili ankiete (sporza-
dzong na podstawie ankiety Amerykanskiego Towa-
rzystwa Psychiatrycznego po otrzymaniu zgody na
jej wykorzystanie [18]), majacg na celu weryfikacje
czy u danej osoby nie wystepuja zachowania mogace
$wiadczy¢ o problemach ze spozywaniem napojow
alkoholowych i innych substancji odurzajacych oraz
wystepowaniu choréb psychiatrycznych. Do bada-
nia wlagczono osoby niespokrewnione, ktére pocho-
dza z populacji polskiej i w ciggu swojego zycia spo-
zywaly napoje alkoholowe. Grupa kontrolna liczyla
201 oséb, w tym 48% kobiet (n=97) oraz 52% mez-
czyzn (n=104) i byla zréznicowana pod wzgledem
wyksztalcenia oraz wysokoséci zarobkéw. Zadna
z Ww. 0s0b w przeszlosci nie naduzywata alkoholu,
ani tez nie wykazywata problemdéw zwigzanych z jego
spozywaniem.

Izolacja materiatu genetycznego
i genotypowanie

Do izolacji genomowego DNA z krwi obwodowej
wykorzystano zestaw Blood Mini (A&A Biotechno-
logy), natomiast DNA z wymazdéw policzkowych
zostalo wyizolowane przy uzyciu zestawu Sherlock
AX (A&A Biotechnology) wedtug protokotéw do-
starczonych przez producenta. W celu okreslenia
genotypow probek w zakresie wybranych zmian
znacznikowych wykorzystano metode Real Time
PCR oraz zestawy TagMan (TagMan SNP Genoty-
ping Assays) firmy Applied Biosystems (numery ka-
talogowe zestawoéw: C__8934019_1_,C 714911
_1_,C__44120970_10). Analize przeprowadzono na
aparacie 7500 Real Time PCR System (Applied Bio-
systems) wedtug profilu termicznego sugerowanego
przez producenta. Przykladowy wynik genotypowa-

nia prezentuje rycina 1.
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Materials

The study group consisted of blood from the femoral
vein collected during autopsies of alcohol abusers
and/or addicts. All of the subjects eligible for the
study were of Polish descent, a total of 159 individu-
als including 68% males (n=108) and 32% females
(n=51). The control group consisted of volunteers
from whom buccal swabs were taken. They had
previously completed a questionnaire (based on an
American Psychiatric Association survey after
receiving permission to use the same) [18]), the aim
of which was verification whether a given person
shows no behavior that may indicate problems with
the consumption of alcoholic beverages and other
intoxicating substances and the presence of psychi-
atric diseases. The study included unrelated individ-
uals from the Polish population who had consumed
alcoholic beverages during their lives. The control
group consisted of 201 individuals, including 48%
females (n=97) and 52% males (n=104), and varied
in terms of education and earnings. None of the
aforementioned individuals had a history of alcohol
abuse or alcohol-related problems.

Isolation of genetic material
and genotyping

The Blood Mini kit (A&A Biotechnology) was used
to isolate genomic DNA from peripheral blood,
while DNA from buccal swabs was isolated using the
Sherlock AX kit (A&A Biotechnology) according to
protocols provided by the manufacturer. Real Time
PCR and TagMan SNP Genotyping Assays from
Applied Biosystems were used to genotype samples
for selected tag SNPs (kit catalog numbers:
C__8934019_1_,C 714911_1_,C__44120970_
10). The analysis was conducted on a 7500 Real Time
PCR System unit (Applied Biosystems) according to
the thermal profile suggested by the manufacturer.
Figure 1 presents an example of genotyping result.
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Figure 1. Allelic discrimination plot from rs284786 genotyping assay (96 samples).
A/A homozygotes are marked red, heterozygotes (A/T) are green, and T/T homozygotes
are blue. The “x” indicates samples that cannot be assigned to any genotype, black squ-

are is a negative control.

Rycina 1. Wykres zréznicowania genotypowego w zakresie zmiany rs284786 wygene-
rowany po analizie 96 probek metoda Real Time PCR. Kolorem czerwonym oznaczono
homozygoty A/A, zielonym heterozygoty (A/T), natomiast niebieskim homozygoty T/T.
Za pomoca “X” oznaczono préby niemozliwe do przypisania do zadnej z grup genoty-

powych, natomiast czarnym kwadratem kontrole negatywna.
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Czegé¢ probek poddano weryfikacji poprzez
sekwencjonowanie metoda Sangera, w tym probki
niemozliwe do zgenotypowania metoda Real Time
PCR. Namnazanie przeprowadzono w aparacie
T-Professional (Biometra) w 25 ul mieszaniny za-
wierajacej 10 ng genomowego DNA, 2,5 ul buforu
reakcyjnego bez MgCl, (10 x stez.), 1 mM MgCl,
0,2 mM dNTP, 0.4 uM kazdego startera oraz 1U po-
limerazy DNA Taq (Promega). Wykorzystano naste-
pujace warunki PCR: 94°C przez 3 min, nastepnie
30 cykli denaturacji 94°C przez 1 min, przytaczanie
starteréw 60°C przez 1 min i wydluzanie 72°C przez
1 min oraz wydtuzanie konicowe 70°C przez 10 min.
Uzyto dostepnych starteréw firmy Thermo Fisher
Scientific dla rs1154470 (5-GAGTGAACTGAG-
CATCAGTCAGAAA-3" i 5-TGACATTCTCTGA-
AACACCATATCCAG-3’), rs284786 (5- ATCTG-
TCTCACAAATACAAGCATAAGT-3"
i 5- GGCAAATAGCCTTGTGTACCCATAT-3),
157690269 (5-TTCTCCCAACAGTGAAATGAT-
CAGTT-3 i 5- TGTGTGCTATTTCCTTTGA-
TAGGCTAAT-3’).

Produkty amplifikacji oczyszczano wykorzystujac
zestaw Microcon DNA Fast Flow (Merck Millipore),
a nastepnie poddano cyklicznemu sekwencjonowa-
niu z wykorzystaniem zestawu BigDye Terminator
Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems) w apa-
racie T-Personal (Biometra) wedlug protokotu pro-
ducenta. Przed rozdziatem elektroforetycznym pro-
dukty oczyszczano z uzyciem zestawu ExTerminator
(A&A Biotechnology) i poddawano rozdzialowi na
aparacie 3500 Genetic Analyzer (Applied Bio-
systems). Do odczytu elektroforegraméw sekwen-
cyjnych wykorzystano program SeqScape v.3 (Ap-
plied Biosystems) oraz sekwencj¢ referencyjna
NC_000004.11 (patrz rycina 2).

Obliczenia statystyczne

Zgodnos¢ z regula Hardy-Weinberga i rozklad ge-
notypow w grupach kazdego z wariantéw sprawdza-
no testem prawdopodobienistwa Pearsona i Fishera
(w przypadku gdy liczebno$¢ w podgrupie byta
mniejsza niz 5). Dodatkowo obliczono wspotczyn-
nik wsobnosci. Do ww. wyliczen uzyto narzedzia
dostepnego on-line autorstwa Tima Storma i wsp.
(Instytut Genetyki Czlowieka, Monachium, Niem-
cy) [19]. W obliczeniach przyjeto 95% przedzial uf-
nosci i poziom istotnosci 0,05.

Arch Med Sadowej Kryminol 2022; vol. 72 (3): 109-119

Part of the samples were verified by Sanger
sequencing, including samples that could not be
genotyped by Real Time PCR. Amplification was
performed in a T-Professional apparatus (Biometra)
in 25 pl of a mixture containing 10 ng of genomic
DNA, 2.5 ul of MgCl -free reaction buffer (10 x con-
centration), 1 mM MgClz, 0.2 mM dNTPs, 0.4 uM of
each primer, and 1U of Tag DNA polymerase
(Promega). The following PCR conditions were
used: 94°C for 3 min, followed by 30 cycles of dena-
turation 94°C for 1 min, primer annealing 60°C for
1 min and extension 72°C for 1 min, and final exten-
sion 70°C for 10 min. Available primers from
Thermo Fisher Scientific were used for rs1154470
(5-GAGTGAACTGAGCATCAGTCAGAAA-3’
and 5-TGACATTCTCTGAAACACCATATCCA
G-3’), rs284786 (5°- ATCTGTCTCACAAATACAA
GCATAAGT-3’ and 5- GGCAAATAGCCTTGTG-
TACCCATAT-3’), 157690269 (5°-TTCTCCCAA-
CAGTGAAATGATCAGTT-3" and 5- TGTGTGC-
TATTTCCTTTGATAGGCTAAT-3’).

Amplification products were purified using the
Microcon DNA Fast Flow kit (Merck Millipore) and
then subjected to cycle sequencing using the BigDye
Terminator Cycle Sequencing v3.1 kit (Applied Bio-
systems) in a T-Personal instrument (Biometra)
according to the manufacturer’s protocol. Prior to
electrophoretic distribution, products were purified
using an ExTerminator kit (A&A Biotechnology)
and subjected to distribution on a 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). SeqScape v.3 soft-
ware (Applied Biosystems) and reference sequence
NC_000004.11 were used to read the sequence elec-
trophoregrams (see Figure 2).

Statistical analysis

Compliance with the Hardy-Weinberg equilibrium
and the distribution of genotypes in the groups of
each variant were checked by Pearson and Fisher’s
probability test (when the subgroup size was less
than 5). Additionally, the inbreeding coefficient was
calculated. For the aforementioned calculations, an
online tool by Tim Storm et al. (Institute of Human
Genetics, Munich, Germany) was used [19]. The cal-
culations assumed a 95% confidence interval and
a significance level of 0.05.

ICA M

P
Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
o8 Archives of Forensic Medicine and Criminology

RN

SOCIETAS,

» ESMVDITT

>

115



Paulina Catka, Marzanna Ciesielka, Grzegorz Teresiriski

Analysis of polymorphic variants in the AD

H7 gene in alcohol abusers and addicts

Figure 2. The sequencing results

22?99 22?09 22?19 22?29 22?39
T TEC GCCTEC C TC TT 23 TC TG TG GG GGGEG C G T
GTATCAGCCTCACATE TTaAgalrTo TEATGEAGG FETFAC T T
1 1 1 1 1
1z2 11z 10z Qz
GT TC GCCTC TTLG TGELTG GGG T
101 111 11 131 141
AR A AAAAAN A DA A WA VW 0y
22?99 22?09 22?19 22?29 22?39
GTLTEC FCCTEC CLTCALTT GETCLTGLTEG CGELGGEGEG C G 1
GTATCAGCCTC CATCATTAGIEITCATG Ta FERAGEET CAaa 9
1 1 1 1 1
1ad 154 144 134 124
GT TEC G-CCTC G|E|T C GGEEG 1
1 1
101 111 1E1 131 141

for rs 1154470 locus (marked with
black box). with primers for the
rs1154470 region (marked with

a black box): a) alternative homo-
22§99 22909 22919 22929 22939 Zngte_AA' b) heterozygote—AG,
BTATCAGCCOTOACATCATTAGGTOATGATGAGBAGGGBOALDAD T c) reference homozygote — GG.
; FrarTc GCCITC caATC T'I'I FETCATE I'IG FEAGFEGR IC' o] T Rycina 2. Przyk{adowe Wyﬂlkl
174 164 154 tad 134 sekwencjonowania z wykorzysta-
niem starteréw  obejmujacych
mm /\{\,[W\_/\ [\/\ /J\ _/\f\ /\p\ M W /\ /\ L wariant 151154470 (zaznaczony
G TLTCALGCCT C G|G|T GGG T
. czarng ramka): a) homozygota
1ol e 2] 13 tal alternatywna — AA, b) heterozygota
— AG, ¢) homozygota referencyjna
2t A VAN AN A WA o T

Wyniki

Rozklad genotypow i alleli w zakresie wybranych
wariantow znacznikowych genu ADH7, czyli
rs284786, rs1154470 i rs7690269 w grupach badanej
i kontrolnej oraz wyniki analiz statystycznych uzy-
skanych dla danego rozkladu genotypow i alleli
przedstawia tabela 2. Nie wykazano odchylen od
réwnowagi Hardyego-Weiberga oraz istotnych rdz-
nic rozktadu genotypéw w grupach.

Results

Distribution of genotypes and alleles within the
range of selected tag SNPs of the ADH7 gene, i.e.
rs284786, rs1154470 and rs7690269 in the study and
control groups, as well as statistical analyses results
obtained for a given distribution of genotypes and
alleles are presented in table 2. No deviations from
Hardy-Weiberg equilibrium and no significant diffe-
rences in the distribution of genotypes in the groups
were observed.
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Table Il. Distribution of the obtained genotypes and alleles in the studied groups (frequencies are given in
brackets) and the results of the statistical analyses performed, the Hardy-Weinberg equilibrium test and the test
of the dependence of the frequency of genotypes and alleles in the studied groups (95% confidence interval).

Tabela Il. Rozktad uzyskanych genotypéw i alleli w badanych grupach (w nawiasie podano ich czestosci)
oraz zestawienie wynikéw wykonanych analiz statystycznych, tj. testu réwnowagi Hardy’ego-Weinberga
oraz testu zaleznosci czestosci wystepowania genotypéw i alleli w badanych grupach (95% przedziatu

ufnosci).

rs284786 rs1154470 rs7690269

S Grupa Grupa CE i Grupa Grupa S/ Grupa Grupa

allel bad k I allel bad K I allel bad K I

Genotype/ adana ontrolna Genotype/ adana ontrolna Genotype/ adana ontrolna
Cases Controls Cases Controls Cases Controls

alele alele alele

AA 6 (0,038) 21 (0,104) AA 16 (0,101) 19 (0,095) CT 2 (0,013) 1 (0,005)

AT 68 (0,428) 83(0,413) AG 71 (0,420) 79 (0,393) 1T 157 (0,987) 200 (0,995)

TT 85 (0,534) 97 (0,483) GG 72 (0,453) 103 (0,512)

razem 159 201 razem 159 201 razem 159 201

p 0,0565 (Pearson) p 0,537 (Pearson) p 0,586 (Exact)

A 80 (0,25) 125 (0,31) A 103 (0,32) 117 (0,29) C 2 (0,006) 1(0,002)

T 238(0,75) 277 (0,69) G 215 (0,68) 285 (0,71) T 316 (0,994) 401 (0,998)

p 0,07959 (Pearson) p 0,34192 (Pearson) p 0,586 (Exact)
F=-0,13571 F=0,03636 F=-0,01955 F=0,04759 F=-0,00633 F=-0,00249
p=0,087027 | p=0,606199 p=0,805254 |p=0,499833 | HWE p=0,936391 |p=0,971796

HWE (Pearson) (Pearson) HWE (Pearson) (Pearson) (Pearson) (Pearson)
p=0,137750 p=0,622196 p=0,858319 |p=0,496365 p=1,000000 |p=1,000000
(Exact) (Exact) (Exact) (Exact) (Exact) (Exact)

Wyjasnienie skrétéw: p (Pearson) — wartos¢ p dla testu 2 Pearsona, p (Exact) — wartos¢ p dla doktadnego testu Fishera,

F — wspétczynnik wsobnosci.

Explanation of abbreviations: p (Pearson) — p value for Pearson’s 2 test, p (Exact) — p value for Fisher’s exact test,

F — inbreeding coefficient.

Dyskusja i wnioski

W wielu badaniach asocjacyjnych calego geno-
mu wykazano istotne znaczenie genéw dehydroge-
naz alkoholowych, w tym genu ADH7 w rozwoju
naduzywania i uzaleznienia od alkoholu [10], [20],
[21] w kontekscie jednego duzego badania, w kto-
rym z powodzeniem zidentyfikowano takie geny.
Jak dotad nie powigzano w sposéb powtarzalny wa-
riantéw funkcjonalnych ADH7, a identyfikowano
gléwnie zmiany w obrebie intronéw genu ADH?.
Wedlug Birley i wsp. region od 5’UTR genu ADH7
do intronu 7 wykazuje najmocniejszy zwigzek ze
zmianami farmakokinetycznymi in vivo alkoholu
podczas fazy absorpcyjnej. Odnotowano réwniez
wplyw wariantéw tego regionu na réznice w steze-
niu alkoholu we krwi i wydychanym powietrzu,

Discussion and conclusions

In numerous genome-wide association studies,
vital importance of alcohol dehydrogenases genes,
including the ADH7 gene, has been demonstrated in
the development of abuse and addiction to alcohol
[10], [20], [21]in the context of one large study that
has successfully identified such genes. So far, func-
tional variants of ADH7 have not been linked in
arecurrent pattern, and mainly variations within the
introns of the ADH7 gene were identified. Accord-
ing to Birley et al,, the region from 5UTR of the
ADH? gene to intron 7 demonstrates the strongest
connection with pharmacokinetic in vivo changes of
alcohol during the absorption phase. The effect of
variants of the region on differences in blood and
exhaled alcohol concentrations was also noted, par-
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szczegolnie w grupie pochodzenia europejskiego
[16]. Natomiast w badaniach przeprowadzonych
przez Edenberga i wsp. rs284786 zlokalizowany
w regionie 3'UTR jako jedyny wariant w obrebie
ADH7 wykazywal istotng zalezno$¢ z fenotypem
uzaleznienia od alkoholu [22].Sekwencjonowanie
calych genéw przeprowadzone przez zespot Penga
na probkach od rdzennych Amerykanéw wykazalo,
ze 11 zmian w obrebie 3’'UTR oraz jedna zmiana
w intronie 8 genu ADH7 posiada mozliwy efekt
ochronny przed rozwojem fenotypéw zwigzanych
z alkoholem [23]. Réwniez analiza koreanskich pro-
bek wskazuje na asocjacje z regionem 3’ genu ADH7
[24].

Uzyskane w naszej pracy wyniki analiz asocjacyj-
nych dla wariantéw znacznikowych rs284786,
rs1154470 i rs7690269 nie wykazaly zaleznosci po-
miedzy badanymi zmianami a rozwojem naduzywa-
nia i uzaleznienia od alkoholu. Z uwagi na to, ze
najwiecej doniesien dotyczy regionu 3’°UTR, a bada-
ny wariant rs284786 nie wykazuje sprzezenia gene-
tycznego ze wszystkimi zmianami w tym regionie,
nie mozna wykluczy¢ udzialu zmian obszaru 3’UTR
genu ADH7 w rozwoju naduzywania i uzaleznienia
od alkoholu. Uzyskany wynik potwierdzil, ze najlep-
szym rozwigzaniem byloby sprawdzenie wszystkich
zmian w zakresie badanego genu w celu ustalenia
istotnosci statystycznej dla kazdej z nich indywidu-
alnie, a nastepnie wykonanie analiz funkcjonalnych,
aby potwierdzi¢ ich znaczenie w etiologii zaburzen
spozywania alkoholu.

Przedstawiane analizy wykonano na heterogen-
nej grupie badanej pod wzgledem fenotypu szkodli-
wego spozywania alkohol. Jest to spowodowane
ograniczong dostepnoscig do szczegélowych infor-
macji odno$nie modelu naduzywania alkoholu oraz
towarzyszacych zaburzen psychicznych oséb wia-
czonych do badania. Moze to prowadzi¢ to proble-
mow z wykrywaniem wariantéw, ktore sktadajg sie
na rozwoj wylacznie danego podfentypu. Co wigcej,
czynniki genetyczne predysponujace do ww. choréb
moga roznic sie w zaleznosci od plci 0s6b badanych
a uzyskane liczebnosci grup badanych byly niewy-
starczajace, aby dokona¢ podziatu ze wzgledu na ten
czynnik.

ticularly in the group of European origin [16].
Whereas in the studies conducted by Edenberg et al.,
rs284786 localized in 3’UTR region, as the only vari-
ant within ADH7, demonstrated a significant cor-
relation with alcohol addiction phenotype [22].
Whole gene sequencing conducted by the Penga et
al. on samples from native Americans showed that
11 variations within 3'UTR and one variation in
intron 8 of the ADH? gene have a possible protective
effect against development of phenotypes associated
with alcohol [23]. The analysis of Korean samples
also indicates associations with region 3’ of the
ADH7 gene [24].

Results of association analyses obtained in our
work for tag SNPs rs284786, rs1154470 and rs7690269
failed to demonstrate associations between the stud-
ied variations and the development of abuse and
addiction to alcohol. Given that most reports involve
the 3’UTR region, and that the rs284786 variant
studied does not show genetic linkage to all varia-
tions in this region, the involvement of variations in
the 3’UTR region of the ADH? gene in the develop-
ment of alcohol abuse and addiction cannot be
excluded. The result obtained confirmed that it
would be best to check all variations in the gene
under study to determine statistical significance for
each individually, and then perform functional anal-
yses to confirm their significance in the etiology of
alcohol use disorders.

The analyses presented here were performed on
a heterogeneous group studied in terms of the phe-
notype of harmful alcohol consumption. This is due
to the limited availability of detailed information
regarding the pattern of alcohol abuse and accompa-
nying mental disorders of the subjects included in
the study. This may lead to problems in detecting
variants that contribute exclusively to the develop-
ment of a particular subphenotype. Moreover, the
genetic factors predisposing to the aforementioned
diseases may differ according to the sex of the sub-
jects and the obtained numbers of the study groups
were insufficient to make a division according to this
factor.

Niniejszy artykut zostat przygotowany na kanwie czesci wyn-
ikéw badari zamieszczonych w rozprawie doktorskiej mgr
Pauliny Catki wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Medycyny
Sadowej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.
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