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STRESZCZENIE

Cel. Substancje psychoaktywne wywotujq przewlektq, nawrotowq chorobg OUN, ztozong zarowno pod wzgledem etiologii, mecha-
nizmow molekularnych, przebiegu klinicznego, jak i leczenia. U podioza tego procesu lezq wzajemnie oddzialywujgce uwarunkowania
genetyczne, psychologiczne i srodowiskowe. Dowiedziono wielokrotnie, ze podobnie jak alkohol, inne substancje psychoaktywne wy-
kazujq dzialanie nagradzajgce w obrebie uktadu dopaminergicznego srodmozgowia. Postulowany uniwersalny charakter tego procesu
spowodowal, ze elementy szlaku neuroprzekaznictwa dopaminergicznego staly si¢ kandydatami do badan nad genetycznym uwarunkowa-
niem uzaleznien, takze od innych substancji psychoaktywnych. Przedmiotem pracy byta ocena zwigzku polimorfizmu TaqlA genu DRD?2
z ryzykiem rozwoju uzaleznienia od substancji psychoaktywnych (amfetaminy, THC, opiatow) wsrod pacjentow szczecinskiej poradni
leczenia uzaleznien.

Metoda. Zbadano 100 pacjentow (88 mezczyzn i 12 kobiet) szczecinskiej Poradni Leczenia Uzaleznien od Substancji Psychoaktywnych,
w wieku 18-52 lata. Grupe kontrolng stanowito 114 noworodkow (95 plci meskiej, 19 plci zenskiej), ktore przyszty na swiat w Klinice
Potoznictwa i Ginekologii PUM w latach 2004-2005. DNA wykorzystane do badan pochodzito z ich krwi pepowinowej.

Wyniki. W przedstawionym badaniu grupa pacjentow uzaleznionych i grupa kontrolna nie roznity sig istotnie pod wzgledem rozktadu
badanych genotypow i alleli.

Whioski. W badanym materiale nie stwierdzono zwigzku pomigdzy polimorfizmem TaqlA genu DRD?2 i zwigkszonym ryzykiem wystq-
pienia uzaleznienia od rozpatrywanych substancji psychoaktywnych.

SUMMARY

Background. Psychoactive substance abuse leads to a chronic, recurrent CNS disease, complex in terms of its etiology, molecular
mechanisms, clinical course, and treatment. This process is underpinned by interacting genetic, psychological and environmental factors.
1t has been evidenced time and again that not only alcohol, but also other psychoactive substances produce a rewarding effect in
the midbrain dopaminergic system. Due to the postulated universal character of this process the dopaminergic transmission pathway
constituents became the subject of research into genetic determinants of substance dependence. The aim of this study was to investigate
the relationship between TaqlA polymorphism of the DRD2 gene and the risk of developing dependence on psychoactive substances
(including amphetamine, THC, and opiates) among patients of an outpatient substance dependence treatment clinic in Szczecin.

Method. Participants in the study were 100 patients (88 men and 12 women aged 18-52 years) of the Outpatient Clinic for Substance
Dependence Treatment in Szczecin. The controls were 114 newborns (95 male and 19 female) delivered at the PUM Obstetrics and
Gynecology Clinic in the years 2004-2005. Their DNA used in the study was obtained from umbilical cord blood.

Results. There were no significant differences between the group of substance dependent patients and the controls as regards the
distribution of the genotypes and alleles under study.

Conclusions. In the analyzed material no relationship was found between the DRD2 gene TaqlA polymorphism and an increased risk
for developing dependence on the psychoactive substances taken into account in the study.

Stowa kluczowe: uzaleznienia / polimorfizm genu DRD2 / §rodki psychoaktywne
Key words: substance dependence / DRD2 gene polymorphism / psychoactive substances

Uzaleznienie od substancji psychoaktywnych
jest przewlekta, nawrotowa choroba OUN, zlozona
zarowno pod wzgledem etiologii, mechanizméw mo-
lekularnych, przebiegu klinicznego, jak i leczenia.
Powszechnie przyjmuje sig, ze u podtoza tego proce-
su lezg wzajemnie oddzialywujace uwarunkowania
genetyczne, psychologiczne i §rodowiskowe [1].

Rola czynnikéw genetycznych jest niepodwazalna.
Szacuje sig, ze ich udzial w rozwoju uzaleznienia moze
sigga¢ od 10% do nawet 50% (badania rodzin, blizniat,
badania adopcyjne), przy czym niezaleznie od wielo-
genowego charakteru zaburzenia, nadal kontynuowa-
ne sg poszukiwania genéw kandydujacych, mogacych
istotnie przyczynia¢ si¢ do powstania i podtrzymywania
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uzaleznienia [2]. Przypadkowe odkrycie Oldsa i Milnera
dowodzace obecno$ci w mozgu regiondow i szlakow
neuronalnych, ktorych stymulacja wywotuje subiek-
tywne odczucie przyjemnosci, zapoczatkowato badania
nad rola uktadu nagrody i pozytywnym wzmocnieniem.
Odkrycie to stalo si¢ punktem wyjscia do badan nad
neurobiologia uzaleznien. Glownym substratem tych
procesow jest mezolimbiczny uktad dopaminergicz-
ny, ktorego szlaki biegng z pola brzusznego nakrywki
(VTA) w $rodmozgowiu, przez srodkowy peczek przo-
domozgowia do jadra potlezacego (Nac) i uktadu lim-
bicznego [3]. Dowiedziono wielokrotnie, ze podobnie
jak alkohol, inne substancje psychoaktywne wykazuja
dziatanie nagradzajace w obrebie srodmozgowiowego
uktadu dopaminergicznego [3, 4, 5]. Postulowany uni-
wersalny charakter tego procesu spowodowat, ze ele-
menty szlaku neuroprzekaznictwa dopaminergicznego
staly si¢ kandydatami do badan nad genetycznymi uwa-
runkowaniami uzaleznien, takze od innych substan-
cji psychoaktywnych. Opisane po raz pierwszy przez
Bluma i wsp. powigzania miedzy allelem TaqlA1 genu
kodujacego receptor dopaminergiczny (DRD2) i ciezka
postacig uzaleznienia alkoholowego zapoczatkowaty
kolejne badania, ktorych glownym celem stal si¢ gen
kodujacy DRD?2 i jego zwiazek z uzaleznieniem od in-
nych substancji o dziataniu psychoaktywnym [6]. Gen
kodujacy DRD2 jest zlokalizowany na ramieniu dtu-
gim chromosomu 11 (11p22.3-g23). Najczesciej bada-
nym polimorfizmem genu DRD2 w uzaleznieniach jest,
posadowiony w regionie niekodujacym, okoto 10 kb
od kodonu ,,stop”, polimorfizm TaqlA RFLP z warian-
tami alleli Al 1 A2, ktory jak odkryt Neville znajduje si¢
w 8 egzonie genu ANKKI1 (ankyrin repeat and kinase
dopamin containing) [7, 8]. Wyniki kilku z dotychczas
przeprowadzonych badan zdaja si¢ potwierdza¢ zwigzek
pomiedzy czestszym wystepowaniem allelu A1, a zwigk-
szong sktonnoscig do rozwoju uzaleznienia od substancji
psychoaktywnych. Natomiast jak udowodnili Dubertret
i wsp. —allel A2 jest cze$ciej notowany w grupie pacjen-
tow ze schizofrenig [3, 9, 10, 11, 12].

CEL PRACY

Celem pracy byla ocena zwigzku polimorfizmu
TaqlA genu DRD2 z ryzykiem rozwoju uzaleznie-
nia od substancji psychoaktywnych wsrdd pacjentow
szczecinskiej poradni leczenia uzaleznien.

BADANE OSOBY

Protokot badan uzyskal aprobatg Komisji Bio-
etycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego.
Grupe badang stanowito 100 pacjentow (88 mezczyzn

i 12 kobiet) szczecinskiej Poradni Leczenia Uzaleznien,
w wieku 18-52 lata. Wszyscy uczestnicy wyrazili §wia-
doma, pisemng zgodg¢ na udzial w badaniu.

METODY

Uzaleznienie od jednej badz kilku substancji psy-
choaktywnych (pochodne amfetaminy, tetrahydroka-
nabinole, opiaty) rozpoznawano na podstawie kryte-
riow ICD-10. Ostatecznej weryfikacji i kwalifikacji
dokonywano w oparciu o szczegotowy, standaryzowa-
ny wywiad lekarski oraz diagnozg¢ psychiatry [1].

Genomowe DNA izolowane byto z krwi zylnej,
pobranej z zyly lokciowej na antykoagulant, nanie-
sionej nastepnie pipeta na sterylne podtoze. Izolacje
przeprowadzono przy pomocy uniwersalnego zestawu
do izolacji DNA ze $ladow biologicznych — Sherlock
AX (A&A Biotechnology). Grupg kontrolng stanowi-
fa krew pepowinowa (DNA) pochodzaca od 114 no-
worodkow (95 ptci meskiej, 19 pici zenskiej), ktore
przyszly na $wiat w Klinice Potoznictwa i Ginekologii
PUM w latach 2004-2005.

Identyfikacji polimorfizmu TaqlA genu DRD2
dokonano wedlug metody opracowanej przez Grandy
i wsp. [7]. Zastosowana zostata para oligonukleoty-
dow: 5’ — CCG TCG ACC CTT CCT GAG TGT CAT
CA — 3’ jako primer sensowny oraz 5’ — CCG TCG
ACG GCT GGT CAA GTT GTC TA — 3’ jako primer
antysensowny. Probki DNA (40ng) byty amplifiko-
wane w roztworze objetosci 20ul zawierajacym 4 pM
kazdego z pary starterow, 2,5 mM kazdego z trojfosfo-
ranow (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), bufor do PCR (stg-
zenie MgCl, wynosito 1,5 mM) 10,5 jednostki polime-
razy Taq (MBI Fermentas) Amplifikacje prowadzono
w termocyklerze Mastercycler gradient (Eppendorf)
w nastepujacych warunkach: wstgpna denatura-
cja w temperaturze 94°C przez 5 minut, a nastepnie
30 cykli: denaturacja w temperaturze 94°C przez 15 s,
wigzanie starterow przez 30 s w temperaturze 62°C
oraz wydtuzanie tanicucha w teperaturze 72°C przez
30s. PCR konczylo 8 minutowe wydluzanie tancucha
w temperaturze 72°C. Powstale amplikony trawiono
nastepnie enzymem restrykcyjnym Tagl. Po strawie-
niu fragmenty restrykcyjne rozdzielono elektrofore-
tycznie w 3% zelu agarozowym wybarwianym brom-
kiem etydyny. Zdjecia Zeli wykonano w $wietle UV
kamera DS-34 w systemie Polaroid.

Produktem PCR z zastosowang parg primerdéw byt
fragment o dtugosci 310 par zasad (pz). Allel typu dzi-
kiego A2 poddaje si¢ trawieniu enzymem restrykcyjnym
Taql, w skutek czego powstajg fragmenty DNA o dtu-
gosci 180 1 130 pz. W zmutowanym allelu Al docho-
dzi do utraty miejsca restrykeyjnego i po inkubacji
z restryktazg pozostaje on niestrawiony.



Polimorfizm TaqlA genu DRD?2 a ryzyko uzalezniania od substancji psychoaktywnych 107

Produkty PCR po trawieniu enzymem restrykcyjnym Taql (MBI Fermentas): MW
— marker wielkosci; 1 — nietrawiony produkt PCR; 2 — heterozygota A1A2; 3 — homo-
zygota A2A2; 4 — homozygota A1A1
PCR products after digestion with Taql restriction enzyme (MBI Fermentas): MW
— size marker; 1 — non-digested PCR product; 2 — A1A2 heterozygote; 3 — A2A2
homozygote; 4 - A1A1 homozygote

Rycina 1. Polimorfizm TaqlA genu DRD2.
Figure 1. TaqlA polymorphism of DRD2 receptor gene

Analiza statystyczna. Czestos¢ poszczegdlnych
genotypoéw poréwnano za pomoca testu chi-kwadrat.
Czesto$¢ badanych genotypow wzgledem zmiennych
jakosciowych oceniono uzywajac testu chi-kwadrat,
za$ wzgledem zmiennych ilosciowych — testu Manna-
Whitneya. Za istotne statystycznie przyjeto wartosci
p<0,05.

WYNIKI

W przedstawionym badaniu grupa pacjentow uza-
leznionych i grupa kontrolna nie réznily si¢ istotnie
pod wzgledem rozktadu badanych genotypow i alleli.

Tabela 1. Rozktad genotypdw i alleli polimorfizmu TaglA genu DRD2
w grupie badanej i grupie kontrolne;.

Table 1. Distribution of the DRD2 TaqlA polymorphism in the group of
substance dependent patients and in the controls
Gen Genotypy Allele
DRD2 A1A1 A1A2 A2A2 x* p | A1 A2 ¢ p
Grupa
1 36 63
PN | (1%) (36%) (63%) 38 162
2,24 0,33 0,56 045
Grupa 5 40 69
Ko | (a%) (35%) 60.6%) S0 178

W grupie badanej nie zaobserwowano takze istot-
nych réznic pomigdzy homozygotami typu dzikiego
(A2A2) a osobami majacymi zmutowany allel Al
(A1A2, A1A1) w zakresie rozktadu wieku, ptci, wieku
inicjacji narkotykowej, okresu zazywania (narazenia),
sktonno$ci do podjecia abstynencji oraz dtugosci jej
trwania. Nie stwierdzono istotnych roznic réwniez
w odniesieniu do sktonnosci do politoksykomanii,
uzaleznienia od alkoholu, nikotyny, wystepowania za-
burzen psychicznych, pobytéw w oddziatach detoksy-
kacyjnych oraz osrodkach terapeutycznych.

Tabela 2. Charakterystyka grupy badanej w zaleznosci od genotypu TaqlA DRD2.
Table 2. Characteristics of the group under study by the DRD2 TaqlA genotype.

Parametry Taql (Ar: 5§;A1A1 ) Taqr: =(AéZ3A2) o
Pte¢ (k/m) 4/33 8/55 n.s.
Wiek 26,3£7,3 25,65,6 n.s.
Wiek inicjacji 16,73,6 17,3£3,7 n.s.
Okres brania 8,446,1 7,335 n.s.
Abstynencja (t/n) 19/18 37/26 n.s.
Okres abstynencji 0,8+1,25 0,8+1,04 n.s.
Politoksykomania 2017 38/25 n.s.
Alkohol (t/n) 13/24 25/38 n.s.
Nikotyna (t/n) 31/6 5716 n.s.
Zaburzenia psychiczne (t/n) 10/27 11/52 n.s.
Oddziat detoksykacyjny (t/n) 20017 27136 n.s.
Osrodek terapeutyczny (t/n) 20117 24/39 n.s.

Dane ilosciowe podane sg jako $redniatodchylenie standardowe. Uzyto testu chi-kwadrat dla zmiennych jako$ciowych, oraz testu Manna—Whitneya dla zmiennych ilosciowych.
“Aby mozliwe bylo zastosowanie wybranych testéw statystycznych, ze wzgledu na zbyt matg liczebno$¢ genotypu A1A1 potgczono genotypy majgce zmutowany allel A1.
Quantitative data are presented as the mean t standard deviation value. For qualitative variables the x?, and for qualitative variables the Mann-Whitney U tests were used.

* Since the size of the sample with the A1A1 genotype was too small for the use of the selected statistical tests, genotypes with mutated A1 allele were analyzed jointly.
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Otrzymany rozktad genotypdéw nie odbiegat od
rozkltadu przewidywanego na podstawie rownania
Hardy’ego-Weinberga (p=0,2).

DYSKUSJA

Odkrycie uktadu nagrody oraz roli dopaminy
W pozytywnym wzmocnieniu uczynito z gendéw ko-
dujacych ten element neuroprzekaznictwa kluczowym
celem badan nad podlozem uzaleznien. Obiecujace
wyniki badan Bluma i wsp., wskazujace na zwiazek
pomiedzy allelem TaqlAl genu DRD2 i ciezka po-
stacia uzaleznienia alkoholowego [6] zapoczatkowa-
ly poszukiwanie odpowiedzi na pytanie, czy istnieje
zwiazek pomiedzy polimorfizmem TaqlA a ryzykiem
uzaleznienia od innych substancji psychoaktywnych.

W badaniach wilasnych, ktorymi objeto 100 pa-
cjentow, nie stwierdzono takiego zwigzku. Uzyskane
przez autoréw wyniki sa zgodne z rezultatami otrzy-
manymi przez kilku innych badaczy, w szczegdlnosci
publikowanymi po 2000 roku. Gelernter i wsp. nie
znalezli asocjacji pomigdzy czestoscig alleli TaqlA, B
oraz D ani haplotypéw genu DRD2, a uzaleznieniem
od kokainy w populacji euroamerykanskiej i afroame-
rykanskiej. Nie wykazali rowniez zwiazku pomig-
dzy badanymi allelami i ciezko$cia uzaleznienia [13].
Badania chinskiej populacji takze nie potwierdzily
zwigzku migdzy allelem TaqlA1l DRD2 i predyspozy-
cja do uzaleznienia od metamfetaminy [14]. Podobne
wyniki otrzymat Sery i wsp., prowadzac badania
na populacji czeskiej. Ttumaczyli to mozliwoscig wy-
stepowania istotnych réznic pomiedzy uzaleznieniem
od metamfetaminy, a innymi uzaleznieniami oraz
faktem, ze zastosowane w doborze grupy badanej
kryteria DSM-1V, mogty si¢ okaza¢ niewystarczajace
w przypadku selekcji pacjentéw do badan genetycz-
nych [15]. Rowniez Blomqvist wykazat brak zwigzku
pomigdzy allelami genu DRD2 i ich haplotypami, ary-
zykiem uzaleznienia [16]. Istotne wydaje si¢, ze po-
dobne wyniki otrzymali badajacy zwigzek pomiedzy
czestoscig allelu Al i uzaleznieniem od alkoholu [17].
Natomiast we wczesniejszych doniesieniach, niekto-
rym autorom udato si¢ potwierdzi¢ taka asocjacje.
Smith i wsp. wykazali wickszg czgstos¢ wystepowa-
nia alleli Al 1 Bl genu DRD2 w populacji euroamery-
kanskiej u pacjentéw (,,haevy users”) uzaleznionych
od kilku substancji psychoaktywnych, w tym takze
od alkoholu i nikotyny [11]. Wyniki te powtorzyty si¢
nawet, gdy z grupy badanej wykluczono osoby uza-
leznione od alkoholu. Jednocze$nie autorzy ci pierwsi
zwrocili uwage na trudnosci metodologiczne, mogace
znaczaco wplywac na wyniki poszukiwan genetycz-
nego podloza podatnosci na substancje psychoaktyw-
ne. Zrédtem tych trudnosci moze byé fakt, ze zwykle
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badacze maja do czynienia z osobami naduzywajacy-
mi wielu substancji jednocze$nie, w tym takze alko-
holu. Poza tym, badane populacje moga r6znic si¢ pod
wzgledem plci, rasy, oraz innych cech wpltywajacych
na dystrybucje alleli r6znych gendw [11]. Postulowane
watpliwosci sktonity kolejnych autoréw do poszu-
kiwania odpowiedzi na pytanie, czy czgsto$¢ allelu
D2A1 jest wyzsza u 0sob uzaleznionych jednoczesnie
od alkoholu i narkotykow w poréwnaniu z osobami
uzaleznionymi wylacznie od alkoholu. Otrzymane
wyniki wskazaty na istotnie zwigkszong czesto$¢ al-
lelu D2AT1 u tych pierwszych, w poréwnaniu z osoba-
mi naduzywajacymi lub uzaleznionymi tylko od alko-
holu [8]. Takie rezultaty wskazywalyby jednak raczej
na brak istotnego zwiazku pomiedzy uzaleznieniem
alkoholowym i allelem D2A1, a zwigzek ten byt wcze-
$niej postulowany. Ponad to Comings i wsp. wykazali,
ze u nosicieli allelu D2A1 wiek inicjacji narkotykowej
jest wezesniejszy, co takze nie znalazto potwierdzenia
w przedstawionym badaniu wlasnym, oraz ze osoby
te maja wyrazng sktonno$¢ do politoksykomanii, oraz
do wydawania wigkszej ilo$ci pienigdzy na uzywki.
Innymi stowy allel Al predysponowat do cigzszej
postaci uzaleznienia [8]. Do podobnych wnioskoéw
doszedt Lawford i wsp [18]. Iranskim naukowcom
rowniez udato si¢ ostatnio wykaza¢ zwigzek pomig-
dzy czestoscig wystepowania allelu Al uzaleznieniem
od opium [10]. Wydaje sig, ze niezaleznie od przedsta-
wionych rezultatow, wyniki uzyskane przez autoréw
pracy nie wykluczaja definitywnie badanej asocjacji.
Ostrozne wnioskowanie wynika przede wszystkim
z matej liczebnos$ci badanych grup, a takze trudnosci
metodologicznych, postulowanych wczesniej row-
niez przez innych badaczy, jak ztozony pod wieloma
wzgledami charakter uzaleznien, specyfika pracy
z pacjentami uzaleznionymi oraz brak jednoznacz-
nych kryteriéw diagnostycznych [11]. Zaden z przypi-
sywanych chorobie objawdw nie jest konieczny ani tez
wystarczajacy dla postawienia rozpoznania. Nie od-
nosza si¢ one takze do stopnia ciezko$ci uzaleznienia,
co czyni diagnoze wzglednie nieprecyzyjng i dalece
utrudnia dobdr jednorodnej grupy badanej. Brakuje
na dzisiaj dowodéw na to, ze uzaleznienie od jed-
nej substancji psychoaktywnej jest uwarunkowane
przez czynniki genetyczne specyficzne tylko dla
tego rodzaju uzaleznienia. Dodatkowo zmieniajacy
si¢ obraz wspotczesnej narkomanii, gdzie dominuje
sktonnos¢ do politoksykomanii sprawia, ze dobranie
homogennej, w odniesieniu do naduzywanej sub-
stancji, grupy badanej jest trudne, a jednoczesnie nie
do konca uzasadnione, gdyz grupa taka nie bytyby
reprezentatywna zarowno dla populacji oséb uzalez-
nionych jak i dla mechanizméw uzaleznienia [19]. Aby
zminimalizowa¢ wplyw czynnikéw srodowiskowych,
spotecznych i psychologicznych na wyniki badan mo-
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lekularnych, jako materiatu kontrolnego uzyto krwi
pepowinowej uzyskanej od 114 kolejno przychodza-
cych na $wiat noworodkdéw, pochodzacych z tej samej
populacji co grupa badana. Zblizony dobor grupy kon-
trolnej do badan asocjacyjnych opisano juz wczesniej
[20, 21, 22]. Losowo dobrana populacja kolejno przy-
chodzacych na $wiat noworodkéw odzwierciedlata
pod wzgledem genetycznym populacje ogdlng w re-
gionie Polski, z ktorej wywodzili si¢ uczestnicy badan.
Reasumujac, mimo dotychczasowych, rozbieznych ob-
serwacji, dalsze badania genu DRD2 mogtyby wnies¢
nowe elementy dla zrozumienia proceséw zachodza-
cych w uktadzie dopaminergicznym, ktore transmito-
wane sg poprzez receptor DRD2, a ktorych zmiennosci
odpowiedzi nie mozna bylo wytlumaczy wariantami
polimorficznymi tego genu, poniewaz dotychczasowe
badania nie uwzglednialy modulujacego wptywu genu
ANKKI1 na przekaznictwo dopaminergiczne.

WNIOSKI

W badanym materiale nie stwierdzono zwiagzku
pomiedzy polimorfizmem TaqlA genu DRD2 i zwigk-
szonym ryzykiem wystgpienia uzaleznienia od rozpa-
trywanych substancji psychoaktywnych.
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