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Summary

Aim. The aim of the study was to determine relationships between the selected DRD2
gene polymorphisms and drug addiction.

Methods. One hundred drug abusers undergoing treatment were recruited from the
inpatient psychiatric centers in Poland. All participants were screened by means of the
clinical interview SSAGA to describe the clinical picture. In the second part of the study,
participants were examined using psychometric tools assessing selected psychopathological
features. After that, blood samples were collected for a DNA isolation. The following DRD2
single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the dopamine gene were genotyped: rs1800498
polymorphism of DRD2 gene (NC _000011.10:2.113420866G>A, GRCh38.p7); rs1079597
polymorphism of DRD2 gene (NC_000011.10:2.113425564C>T, GRCh38.p7); rs1076560
polymorphism of DRD2 gene (NC_000011.10:2.113412966C>A, GRCh38.p7).

Results. The rs1800498polymorphism has shown an association with drug abuse in
which a higher frequency of the allelic T form was observed in the whole group of patients
and selected subgroups with concomitant opiates or cannabis abuse history when compared
with the controls.
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Conclusions. In the presented study, one of selected polymorphisms of DRD2 gene,
revealed to be correlated with substance use disorder (at the limit of statistical significance),
which could suggest its impact on dependence endophenotype. The presented research was
a pilot study, so it requires replication on a larger group of patients to verify and confirm
obtained outcomes.

Stowa klucze: gen DRD2, nagroda
Key words: DRD2 gene, reward

Wprowadzenie

Z przeprowadzonych dotad badan wynika, ze w ciaggu zycia bardzo wiele osob ma
kontakt z narkotykami. I tak okoto 60% populacji amerykanskiej mialo przynajmniej
raz kontakt z nielegalnymi substancjami, a odsetek ten wyraznie wzrasta i przekracza
90%, gdy wezmie si¢ pod uwage kontakt z alkoholem. Tylko u niewielkiego odsetka
sposrod nich rozwija si¢ w ciagu zycia istotny z klinicznego punktu widzenia zespot
uzaleznienia i nawet w wypadku silnie dziatajgcego narkotyku, jakim jest kokaina, waha
si¢ on w granicach 15-16% [1]. Uzaleznienie mozna opisa¢ jako wzorzec zachowania,
w ktérym dominuje kompulsywne poszukiwanie, a nastepnie zazywanie substancji, co
wplywa istotnie na catosciowe funkcjonowanie osoby nim dotknigtej [2].

Przedstawione ponizej badania sktaniajg do refleksji nad potencjalnym podiozem
w patogenezie uzaleznienia. Upowszechnienie si¢ probleméw zwiazanych z przyjmo-
waniem substancji skierowato wysitki badawcze w strong poszukiwania istoty mecha-
nizmoéw zaangazowanych w ksztattowanie uzaleznien. Przyjmowanie jednej substancji
czgsto prowadzi do towarzyszacych uzaleznien od innych srodkow psychoaktywnych,
co zauwazono juz duzo wczesniej. Wyniki badan z ostatnich dekad wskazujg na wspol-
ny dla réznych substancji mechanizm lezacy u podtoza uzaleznienia [3].

Mozgowe obwody taczace gatke blada, uktad limbiczny i jadra potlezace wydaja
si¢ mie¢ istotny wptyw na ekspresje zjawiska nagrody w osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN) [4]. Pomimo réznorodnych mechanizméw dziatania substancji
uzalezniajacych ostateczny efekt ich dziatania prowadzi do wyrzutu dopaminy, ktora
jest istotnym przekaznikiem w ksztattowaniu nagrody zardwno na poziomie jader
potlezacych, jak i hipokampu [5]. Transmisja dopaminergiczna majaca zwigzek
z efektem nagrodotworczym odbywa si¢ w wymienionych o$rodkach przez receptor
dopaminergiczny D2 [3]. We wczesniejszych badaniach przeprowadzonych na
zwierzetach zaobserwowano redukcje spozycia alkoholu po uprzednim zastosowaniu
agonistow tego receptora [6]. Jego obnizona dostgpnos¢ we wspomnianych okolicach
wykazywata zwigzek z tendencja do uzaleznien [7].

Polimorfizm rs1079597 genu receptora DRD2 wykazywat zwigzek z obnizeniem
gestosci tego receptora [8]. Zaobserwowano rowniez wptyw polimorfizméw: rs1800497
genu ANKK-1, a takze polimorfizmu w intronie 6 genu DRD2 (rs1076560), gdzie
obecno$¢ wariantow allelicznych z A decydowata o obnizonej dostgpnosci receptora,
w poréwnaniu z nosicielami drugiego wariantu allelicznego [9]. Zidentyfikowano dwa
warianty transkryptu (mRNA) genu receptora DRD2, réznigce si¢ dlugoscig. Wariant
krotki rozni si¢ od dlugiego brakiem transkryptu egzonu 6. Wyniki ostatnich badan



Analiza asocjacyjna polimorfizméw genu receptora dopaminy DRD2 u pacjentow 1015

wskazuja na pewna rol¢ polimorfizmow z obszaréow niekodujacych genu (introndw)
w proporcji tych dwdch postaci transkrypeyjnych genu receptora DRD2 [10].

Obecnos$¢ rzadszych wariantow polimorfizméw SNPs: rs2283265 i rs1076560
wywierata niekorzystny wptyw na formowanie si¢ krétszego transkryptu mRNA genu
DRD2, co w rezultacie zwigkszalo ryzyko uzaleznienia [11]. Po$redni wplyw tzw.
niekodujacych polimorfizméw, z racji ich potozenia w regionach nieckodowanych genu
DRD?2, sugeruje zwiazek z procesem sktadania mRNA opisywanego we wczesniej-
szych doniesieniach i b¢dacego przewodnim zagadnieniem w prezentowanym badaniu.

Gen receptora dopaminy D2 jest zlokalizowany na chromosomie 11q23 i obejmuje
obszar 65,56 kb. W obrebie genu znajduje si¢ 8 obszaréw kodujacych (egzonow), ktore
ulegaja transkrypcji do mRNA o wielko$ci 2,713 kb. W wyniku translacji powstaje
bialko receptora D2 o wielkosci 443 aminokwaséow. W wyniku wylaczenia egzonu
6 na etapie transkrypcji powstaje wariant receptora krotszy o 29 aminokwasow [12].

Receptor dopaminowy D2 wystepuje zar6wno w obszarze pre-, jak i postsynaptycz-
nym neuronéw dopaminowych w mézgowiu. Receptor odgrywa istotng role w prze-
biegu procesow nagrodotwdrczych w obszarze i nakrywki brzusznej srédmozgowia
(VTA), i jadra potlezacego. Zaburzenia w transmisji dopaminergicznej na poziomie
kaskady nagrody wiazg si¢ z zespotem deficytu nagrody [13].

W zaprezentowanym badaniu wybrano 3 polimorfizmy SNPs zlokalizowane w re-
gionach niekodujacych genu DRD2. Polimorfizm rs1079597 genu DRD?2 jest potozony
w pierwszym intronie genu. We wcze$niejszych badaniach zaobserwowano zwigzek
tego polimorfizmu z uzaleznieniem od heroiny [14, 15] oraz z innymi zaburzeniami
psychicznymi [16]. Rzadziej wystepujacy wariant polimorfizmu rs1079597 wptywat
na potencjat wigzania receptora D2 w podobnym stopniu jak w wypadku polimorfizmu
rs1800497 genu ANKK-1 [17].

Polimorfizm rs1076560 genu DRD?2 jest zlokalizowany w obrebie intronu 6 genu.
Polimorfizm ten wykazuje zwigzek ze zjawiskiem sktadania RNA, co w konsekwencji
przektada si¢ na gesto$é receptora w mozgowiu [13]. W niektorych wezesniejszych
badaniach, przeprowadzonych wsrod pacjentow cierpigcych na schizofrenie,
zaobserwowano, ze wystepowanie wariantu allelicznego A tego polimorfizmu miato
wplyw na dostepnos¢ receptora D2 w prazkowiu, co taczyto si¢ z przewaga tzw.
dtugiej jego formy w tych regionach [18]. Polimorfizm ten wykazywat zwigzek
z nieefektywnym wzbudzeniem niektorych obszaréw mozgu, co zaobserwowano
w badaniach z zastosowaniem funkcjonalnego rezonansu magnetycznego (fMRI).
Zaréwno zdrowi, jak i dotknieci schizofrenig nosiciele wariantu alternatywnego tego
polimorfizmu wykazywali podobne zmiany w aktywno$ci mozgu [19].

Polimorfizm DRD2 rs1800498 (T/C) znajduje si¢ w obrebie intronu 2 genu. Analiza
haplotypowa ujawnita jego zwiazek z wystepowaniem réznych uzaleznien, wiaczajac
uzaleznienie od heroiny [14], jak rowniez od nikotyny [20]. Wptyw tego polimorfizmu
na rokowanie, a takze odpowiedz na leczenie w schizofrenii byt obserwowany we
wczesniejszych badaniach [16].
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Material i metody

Grupa badana sktadata si¢ ze 100 pacjentdéw z uzaleznieniem mieszanym, ktorzy
zostali zrekrutowani w stacjonarnych o$rodkach leczenia uzaleznien na terenie Polski.
Od uczestnikow badania oczekiwano trzymiesi¢cznej abstynencji od srodkoéw uzalez-
niajgcych poprzedzajacej badanie. Po otrzymaniu informacji o celach 1 o przebiegu
badania uczestnicy wyrazili pisemng zgode na udziat w badaniu. Obecnos¢ innych
zaburzen psychicznych poza uzaleznieniami byta czynnikiem wykluczajacym z ba-
dania. Grupa kontrolna sktadata si¢ ze 100 zdrowych 0séb, a obecno$¢ jakichkolwiek
zaburzen psychicznych wykluczono za pomocg narzedzia Prime MD.

Tabela 1. Profil uzaleznienia od Srodkow psychoaktywnych w grupie badanej

Uzaleznienie lekowe Liczba badanych
Srodki psychostymulujace 100
Opiaty 18
Konopie indyjskie 67
Benzodiazepiny 23
MDMA (,Ecstasy”) 24

Sredni wiek rozpoczgeia leczenia: 22 lata (SD = 2); Sredni wiek poczatku uzaleznienia: 17 lat
(SD = 2); Sredni okres nieleczonego uzaleznienia — do 5 lat

Skale

Wszyscy uczestnicy z grupy badanej zostali przebadani ustrukturyzowanym
wywiadem klinicznym SSAGA (Semi-Structured Assessment for the Genetics of Al-
coholism). Narzgdzie to, stosowane wezesniej w badaniach genetycznych nad uzalez-
nieniem od alkoholu, zawiera rowniez moduly poswiecone uzaleznieniom od innych
grup substancji. Umozliwia tez zebranie wielu informacji dotyczacych wezesniejszych
zaburzen zachowania i zaburzen osobowosci [21].

Analiza genetyczna

Po przebadaniu uczestnikéw z zastosowaniem narze¢dzi psychometrycznych po-
brano od nich 10 ml krwi pelnej w celu wyizolowania materiatu genetycznego metodg
wysalania [22]. Do oznaczen genotypowych wybranych polimorfizméw genu DRD2
(rs1800498, rs1079597, rs1076560) wykorzystano metod¢ Real-time PCR, polegaja-
cg na uzyciu fluoryzujacych sond oligonukleotydowych, taczacych si¢ z DNA przez
hybrydyzacje z okreslong sekwencjg i znanych pod nazwg ,,HybProbes”.

Analize polimorfizméw genu DRD2 wykonano na aparacie LightCycler 2.0 firmy
Roche Diagnostics, wykorzystujac analiz¢ krzywej topnienia dla poszczegdlnych alleli.
Wyniki genotypowania po zakonczeniu reakcji analizowano za pomocg oprogramo-
wania System LightCycler Software Version 4.1 (Roche).
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W pracy zamieszczono jedynie tabele z warto$ciami istotnymi statystycznie
(rs1800498).

Analiza statystyczna

1. Potencjalne odchylenia od rownowagi Hardy’ego—Weinberga oceniono ogdlno-
dostepnym kalkulatorem do obliczen HWE [23].

2. Analiza wieku i plci w grupie badanej i kontrolnej: program Statistica 10.

3. Analiza asocjacyjna: porownanie r6znic w rozkladzie genotypow i alleli (case-
-control) pomigdzy grupa badang i grupg kontrolng oso6b zdrowych oraz w poszcze-
g6Inych homogennych podgrupach — program IBM SPSS Statistics 20.

W badaniu przyjeto poziom istotnosci p < 0,05.

Wyniki i dyskusja
Tabela 2. Charakterystyka wiekowa grupy badanej i kontrolnej

Grupa badana (n = 100) Grupa kontrolna (n = 100)
Mezczyzni Kobiety Mezczyzni Kobiety
(n=280) (n=20) (n=77) (n=23)

Sredni wiek/SD 250 260 250 240

(SD=4,0) (SD=4,0) (SD=2,0) (SD=4,0)

Min.—maks. 18-35 18-33 18-37 24-34

SD — odchylenie standardowe

Zaréwno grupa badana, jak i kontrolna wykazywaly zgodno$¢ co do proporcji
plci i wieku uczestnikow.

Tabela 3. Ocena zgodnosci z prawem Hardy’ego—Weinberga

Prawo Hardy'ego-Weinberga
Polimorfizm SNPs Badani Grupa kontrolna
(n=100) (n=100)
D2 rs1076560 0,9341 0,2458
D2 rs1800498 0,3163 0,7619
D2 rs1079597 0,9341 0,743

Zardéwno w grupie badanej (n = 100), jak i kontrolnej (» = 100) nie stwierdzono
odchylen od rownowagi Hardy’ego—Weinberga.
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Analiza genotypow i alleli

Tabela 4. Czestosci genotypow i alleli dla polimorfizmu rs1800498 genu DRD2 w grupie
pacjentow ze zdiagnozowanym uzaleznieniem od opiatéw i w grupie kontrolnej

Genotypy Allele
Grupa n C/IC cT T 0 C T p HWE
n%) | n%) | n(%) n%) | n(%)
0 10 8 10 26
Badana Bl 00 | 056 | 04 028) | 072) 0,103
: ’ : 0,09 . ’ 0,05
Kontrolna 100 21 48 31 %0 110 0,762
0.21) | (048) | (0,31) (0,45) | (0,55) ’

p — istotnos¢ statystyczna; n — liczna badanych; HWE — prawo Hardy’ego—Weinberga

Stwierdzono istotnie czegstsze wystgpowanie wariantu allelicznego T wsrdd
pacjentow ze zdiagnozowanym uzaleznieniem od opiatow w poroéwnaniu z grupa
kontrolng (p = 0,05).

Tabela 5. Czestosci genotypow i alleli polimorfizmu rs1800498 genu DRD2
w grupie pacjentow ze zdiagnozowanym uzaleznieniem od przetworow
konopi indyjskich i w grupie kontrolnej

Genotypy Allele

G

rupa n CIC CIT T 0 C T p HWE
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Badana 67 6 3 21 46 8 0,304
0,09 0,51 04 0,34 0,66 ’
(009) | (051) | (04) 0,09 (0,34) | (0,66) 0,05
21 48 31 90 110

Kontrolna 100 0,762
(0,21) | (0,48) | (0,31) (0,45) | (0,55)

p — istotnos¢ statystyczna; n — liczna badanych; HWE — prawo Hardy’ego—Weinberga

Stwierdzono istotnie czestsze wystepowanie wariantu allelicznego T wsréd
pacjentéw ze zdiagnozowanym uzaleznieniem od przetworéw konopi indyjskich
w poréwnaniu z grupa kontrolng (p = 0,05).

Pozostate polimorfizmy zbadane w zaprezentowanym badaniu nie wykazywaty
istotnych statystycznie roznic w czgstosci wystgpowania tak genotypow, jak i alleli
pomigdzy grupg badang a kontrolng.

Dyskusja

Receptor dopaminowy D2 wystepuje zaréwno w prazkowiu, jak i w korze
przedczotowej, obszarach zaangazowanych w procesy poznawcze [24]. Rezultaty badan
wskazuja na przynajmniej czesciowg rolg polimorfizméw potozonych w regionach
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niekodujacych genu DRD2 w ksztaltowaniu si¢ ryzyka rozwoju uzaleznienia od
narkotykow w ciggu zycia [11]. W badaniach na zwierzgtach (matpy) zaobserwowano
wptyw $rodowiskowo wywotanego deficytu przewodnictwa dopaminergicznego
na przyjmowanie kokainy [25]. Z kolei podwyzszona ekspresja receptora D2 u
szczurow — przeciwnie — skutkowata redukcja ilosci wypijanego alkoholu w testach
samopodawania [26].

W badaniach rodowodowych cztonkowie rodzin z dodatnim wywiadem w kie-
runku uzaleznien wykazywali obnizong gegstos$¢ receptora D2 w poréwnaniu z innymi
krewnymi niedotknigtymi tym problemem [27].

Receptor dopaminergiczny D2 stanowi gtowny punkt wychwytu dla lekow prze-
ciwpsychotycznych. Zaréwno polimorfizm w intronie 6 rs1076560, jak i polimorfizm
rs1800497 genu ANKK-1, wptywajg na dostepnos¢ biatka receptorowego w OUN [11].
Obnizona dostgpno$¢ receptora moze skutkowac¢ uzaleznieniami od réznych substancji
oraz uzaleznieniami behawioralnymi [28]. Agonista receptora D2 — benzamid — wy-
kazuje 2,4 raza nizsze powinowactwo do dtugiej formy receptora D2, w poréwnaniu
do krotkiej. Przewaga dlugiej postaci receptora skutkuje obnizong dostgpnos$cia biatka
receptorowego, co powoduje zmniejszenie ilosci zakonczen presynaptycznych, gdzie
dominuje zazwyczaj forma krotka receptora D2. Stanowi to podioze rozwoju zjawi-
ska nadwrazliwosci receptorowej obserwowanego i w schizofrenii [18], 1 jako skutek
podawania substancji o dziataniu psychostymulujacym [29].

W badaniach autopsyjnych tkanki mozgowej zmartych oséb uzaleznionych od
kokainy wyekstrahowano mRNA i DNA genomowe. Ocenione zostaly proporcje
mRNA transkryptu genu DRD2 pomi¢dzy postacig dluga i krotka w pobranych
probkach tkanki OUN z okolic kory przedczotowej i skorupy. Dokonano réwniez
oznaczenia wybranych polimorfizmow SNPs: rs1076560 i 1s2283265. W badaniu
zauwazono istotny zwiazek oznaczonych polimorfizméw z obnizeniem postaci krotkiej
mRNA w stosunku do dlugiej. Rzadszy wariant genu wystepowal istotnie czeSciej
wsrod osob uzaleznionych od kokainy w poréwnaniu z grupa kontrolng [10].

W nieco pdzniej przeprowadzonych badaniach autorzy nie znalezli zaleznos$ci
pomiedzy polimorfizmem rs1076560 a uzaleznieniem od kokainy; stwierdzono tylko
trend do czgstszego wystepowania allelu rzadszego u uzaleznionych od tego narko-
tyku niz w grupie kontrolnej. Badacze zaobserwowali natomiast silny zwigzek tego
polimorfizmu z uzaleznieniem od opiatéw [30].

Polimorfizmy rs1076560 1 1s2283265 wykazywaly zwigzek z obnizong ekspresja
krotkiej postaci receptora D2, natomiast polimorfizm rs12364283 (T/C) z obszaru
promotora genu wykazywat zwigzek z podwyzszonym poziomem receptorowego
mRNA. Rezultatem obnizenia ekspresji genu DRD2 byt wzrost poziomu wytadowan
w obrebie kolcow neurondéw srodkowego prazkowia. Badania elektrofizjologiczne
ujawnily wplyw polimorfizmow rs1076560 1152283265 na wzrost aktywnos$ci w oko-
licy prazkowia i innych obszarach zwiazanych z pamiecia operacyjna. Przejawiato si¢
to gorszymi wynikam w testach badajacych procesy poznawcze [31].

Polimorfizm rs1079597 przebadano w grupie pacjentdéw uzaleznionych od he-
roiny. Obecnos$¢ wariantu allelicznego T tego polimorfizmu wykazywala zwiazek
z uzaleznieniem od heroiny i zaleznos$¢ ta utrzymywata sie po zastosowaniu poprawki
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Bonferroniego [14]. W innych badaniach polimorfizm rs1079597 wykazywat rowniez
zwigzek z uzaleznieniem od nikotyny [32, 33], kokainy [34] i1 innych $rodkow psy-
chostymulujacych [35].

Whioski

W zaprezentowanym badaniu wariant alleliczny T polimorfizmu rs1800498 genu
DRD2 pojawiat si¢ istotnie czeSciej w grupie pacjentow uzaleznionych od opiatow
(p = 0,05), jak rowniez uzaleznionych od przetworow konopi indyjskich (p = 0,05),
w poréwnaniu z grupg kontrolng. Polimorfizm SNPs rs1076560 genu DRD2, opisy-
wany we wezesniejszych badaniach jako majacy wplyw na proces wycinania introndw
(i przez to dostepnos$¢ receptora dopaminy D2 w mozgowiu), nie wykazywat zwigzku
z uzaleznieniem w prezentowanym badaniu.

Badanie przeprowadzono dzieki wsparciu Katedry Psychiatrii Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie.

Konflikt interesow: Nie stwierdzono konfliktu interesow wsrod autorow badania.

Uwarunkowania bioetyczne: Badanie przeprowadzono zgodnie z wymogami GCP (Good
Clinical Practice) wedtug etycznych standardow przedstawionych w Deklaracji helsinskiej
(1989). Badanie zostato zaaprobowane przez Komisje Bioetyczng Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie.
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