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Summary

Aim. The aim of this study was to evaluate the role of dopamine D4 receptor (DRD4) exon
3 polymorphisms (48 bp VNTR) in the pathogenesis of alcoholism. This polymorphism was
investigated in the association study in a whole group of alcoholics (n=122) and in homogenous
overlapping subgroups: 1) with early age of onset of alcoholism (AOO<26 years) (n=65) and 2)
with a co-occurrence of dissocial personality disorder (n=38), and 3) in patients with a history
of delirium tremens and/or alcohol seizures (n=41). The control group consisted of healthy
volunteers, gender and age matched, with excluded psychiatric disorders (n=399).

Method. The history of alcoholism was investigated using SSAGA (Semi-Structured
Assessment for the Genetics of Alcoholism - Polish version). The DRD4 receptor exon 3
polymorphism was determined using PCR.

Results. We found significant differences in the short alleles (2-5 VNTR) frequencies betwe-
en controls and patients with a history of delirium tremens and/or alcohol seizures (p=0.043).
A trend was also observed in the higher frequency of short alleles amongst individuals with
an early age of onset of alcoholism (p=0.063).

Conclusion. The results of this study suggest that inherited short variants of DRD4 alleles
may play role in pathogenesis of alcohol dependence.

Stowa klucze: zespot zaleznosci alkoholowej, polimorfizm VNTR genu DRD4 w ex 3
Key words: alcohol dependence, dopamine D4 receptor (DRD4) exon 3 polymorphism

Wprowadzenie

Przyczyn uzalezniefi, majacych zZrodto w naszej psychice, iich uwarunkowan
biologicznych nie sposob rozpatrywac¢ oddzielnie. Alkoholizm jest jednostka choro-
bowa zréznicowana i heterogenng zaréwno pod wzglgdem klinicznym, jak i etiolo-
gicznym.
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Z badan blizniat wynika, iz mozliwe jest dziedziczenie pewnych zaburzen biochemicznych
lub neurologicznych, ktére predysponuja do rozwoju alkoholizmu [1]. W 1990 1. Merikangas
[2] oszacowata wptyw czynnikow genetycznych na dziedziczenie predyspozycji do ZZA na
40-60%. Zaczgto poszukiwac gendw kandydujacych, predysponujacych do powstania uzalez-
nienia. Obrano strategi¢ genotypowo-fenotypowa [3]. Metoda genow kandydujacych zaktada
istnienie konkretnych gendw majacych znaczenie w etiologii choroby. W metodzie tej analizuje
sie, w jakim stopniu konkretny polimorfizm genu ma zwiazek z choroba. Wykazanie zwiazku
danego allela genu z choroba polega na stwierdzeniu, Ze wystepuje on znacznie czgsciej W po-
pulacji 0sob chorych niz zdrowych [4]. Jako Ze badania na zwierzgtach dowiodly szczeg6lnej
roli amin katecholowych: noradrenaliny, dopaminy i 5-hydroksytryptaminy w procesie rozwoju
tolerancji alkoholu i uzaleznienia— geny kodujace te przekazniki i ich receptory staty si¢ genami
kandydujacymiw ZZA[5, 6]. W ZZA wystepuja zaburzenia przekaznictwa dopaminergiczne-
g0 zwiazanego $cisle z zaburzeniami woli, uktadem nagrody i kary [2]. Ponadto w badaniach
sprzgzen ustalono miejsca dla ZZA na chromosomie 11, gdzie obecne sa loci m.in. dla genow
receptorow dopaminy D2 i D4 [7].

Rozne typologie zespotu zaleznosci alkoholowej przektadaja sig, na podstawie danych
empirycznych, na réznice genetyczne w poszczegolnych podgrupach klinicznych ZZA. 1 tak
np. w typie 2, wg Cloningera, charakteryzujacym si¢ dyssocjalnymi zachowaniami i wezesnym
poczatkiem choroby (ustalonym na podstawie wieku utraty kontroli picia), udowodniono tto
genetyczne.

Istnieja dowody zwiazku polimorfizméw uktadu dopaminergicznego z wystgpowaniem
okreslonych endofenotypéw uzaleznienia od alkoholu. Sander i wsp. [8] stwierdzili czgstsze
wystepowanie wariantu genu DRD3, skutkujacego pojawieniem si¢ seryny w pozycji 9
w N-terminalnej czesci proteiny receptora DRD3, u 0sob z delirium. Allel A9 genu transpor-
tera dopaminy zwigksza ryzyko omaméw wzrokowych u kobiet uzaleznionych od alkoholu
w trakcie zespotu abstynencyjnego [9] oraz wykazuje zwiazek z wystepowaniem drgawek
i majaczenia w tym zespole [10].

Receptory dopaminy D4 wystepuja w korze czotowej, przedczotowej, jadrze migdatowa-
tym, podwzgorzu, wzgorzu, hipokampie, a jego gen jest zlokalizowany na chromosomie 11
pl5.5.

DRD4 VNTR polimorfizm w egzonie 3

] o :
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Exon 3 VNTR
AAA 3

Zmienna liczba powtérzen
tandemowych
(2-11 kopii)

[D’Souza; van Tol i inni, 1992]

Rys. 1. Polimorfizm 48 bp VNTR w egzonie 3 genu DRD4
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Polimorfizm w egzonie 3 polega na zmiennej liczbie (2—11) tandemowych powto-
rzen (48 par zasad VNTR) [11]. W populacji najczesciej wystepuje forma zawierajaca
4 powtorzenia (jednak réznice moga wystapi¢ w poszczegolnych grupach etnicznych)
[12,13].

Stwierdzono zwiazek pomigdzy 7 VNTR genu DRD4 w egzonie 3 a wyzszymi
wynikami w skali poszukiwania nowos$ci w inwentarzu TPQ, co moze wigzacé si¢ z ten-
dencja do poszukiwania nagrody w postaci zwigkszonego spozycia alkoholu [14].

W 1996 roku Ebstein i wsp. [15] oraz Benjamin i wsp. [16] wykazali u zdrowych
ochotnikow, ze dluzszy allel genu DRD4 powoduje mniejsze powinowactwo receptora
do dopaminy, zatem osoby z ta wersja allela potrzebuja wigcej dopaminy do optymal-
nego samopoczucia.

Hutchison i wsp. [17] odkryli, ze allele dlugie (7 i wigcej powtdrzen VNTR) sg
zwiazane z istotnie wigksza ochota na alkohol po spozyciu alkoholowej prébki niz
po wypiciu napoju neutralnego. Laucht i wsp. [18] obserwowali zwiazek tego poli-
morfizmu z uzaleznieniem od nikotyny i wysokimi warto§ciami w skali poszukiwania
nowosci u me¢zezyzn.

Z badan Hillai wsp. [19] wynika, Ze polimorfizm Taql A RLFP DRD2 oraz VNTR
DRD4 nie wykazuja sprzg¢zenia z alkoholizmem, jezeli badamy cato$¢ populacji,
natomiast sprz¢zenie takie wystepuje, gdy badamy osoby z uzaleznieniem fizycznym
i wezesnym poczatkiem utraty kontroli picia. Polimorfizm DRD4 VNTR wykazuje
tendencje do modyfikowania reakcji §linianek na spozycie alkoholu [20]. Osoby be-
dace nosicielami dlugiego allela DRD4 VNTR wykazuja znaczaco wigkszy ,,craving”
po konsumpcji alkoholu [17]. Sprzeczne sa doniesienia dotyczace roli polimorfizmu
genu receptora DRD4 z ,,poszukiwaniem nowosci” — cecha osobowosci zwiazang ze
sktonnoscia do uzalezniania si¢, w tym od alkoholu [21].

Material i metody

Protokoét badania zostat zaakceptowany przez Komisj¢ Etyczna Pomorskiej Aka-
demii Medycznej, a wszystkie osoby badane wyrazity §wiadoma pisemna zgodg¢ na
udziat w nim.

Grupa badana

Rekrutacja probantéw odbyta si¢ w Katedrze i Klinice Psychiatrii PAM w Szcze-
cinie oraz w szpitalach i osrodkach odwykowych regionu zachodniopomorskiego.
Grupg badana stanowity 122 osoby z rozpoznanym zespotem zalezno$ci alkoholowe;j
wg ICD-10, w wieku 34 + 9 lat. Srednie spozycie dzienne alkoholu wynosito 224 g +
108 g. Sredni wiek utraty kontroli picia wynosit 25 =+ 7 lat, 62,3% badanych stracito
kontrolg picia przed 26 rokiem zycia, natomiast u 35,3% wystapily psychiatryczne
lub/i neurologiczne powiktania alkoholowego zespotu abstynencyjnego. Probantow
badano za pomoca polskiej wersji SSAGA (Semi-Structured Assessment for the
Genetics of Alcoholism) [22], co pozwolito podzieli¢ badana grupe¢ na nastepujace
homogenne podgrupy:
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* pacjentow z wczesnym poczatkiem utraty kontroli picia (przed 26 r.z. lub w wieku
26 lat), n =65

* pacjentow, u ktorych wystapity drgawki i/lub majaczenie alkoholowe, n = 41

* pacjentdéw z osobowoscig dyssocjalna — spetniajacych kryteria rozpoznawcze
zaburzen osobowosci o typie dyssocjalnym (F60.2), n = 38.

Grupa kontrolna

Grupg kontrolng stanowito 399 zdrowych oséb, u ktérych wykluczono zaburzenia
psychiczne na podstawie wywiadu i przesiewowego testu screeningowego PRIME-MD.
Przebadano 227 kobiet i 172 mezczyzn. Srednia wieku w grupie wynosita: mezczyzni
39 + 17 lat, kobiety 31 £ 5 lat. Pobrano krew zylna, wykonano izolacj¢ DNA metoda
wysalania oraz oznaczono polimorfizm VNTR w egzonie 3 genu DRD4.

Metody laboratoryjne

Do identyfikacji polimorfizméw DNA zastosowano polimerazowa reakcje tancu-
chowa PCR. [24].

Wyniki
Uzyskane wyniki przedstawiono tabelarycznie.

Tabela 1. Frekwencja alleli polimorfizmu VNTR genu DRD4 w egzonie 3 w grupie pacjentow
z zespolem zaleznosci alkoholowej i w grupie kontrolnej

DRD4 Pacjenci z ZZA Grupa kontrolna
Liczba powtérzen VNTR n=122 n=399
2 21(0,086) 82(0,10)
3 9(0,04) 22 (0,03)
4 162 (0,66) 541(0,68)
5 2(0,008) 11(0,01)
6 2(0,008) 3(0,004)
7 46 (0,19) 137 (0,174)
8 2(0,008) 2(0,002)
9 0 0
10 0 0

Na podstawie zacytowanych we wstepie danych z piSmiennictwa wydzielono dwa
podzbiory pacjentéw — o diugich i o krotkich allelach. Liczbg 6 i wigcej powtorzen
uznano za allele dlugie, podczas gdy 2—5 powtorzen VNTR stanowito allele tzw.
krotkie.
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Tabela 2. Frekwencja genotypéw polimorfizmu VNTR genu DRD4 w egzonie 3
w grupie pacjentow z zespolem zaleznosci alkoholowej i w grupie kontrolnej

Grupa Pacjenci
Grupa kontrolna zZZA Suma P
S Short 276 77

Pozostali (homozygoty S S) 353

(2-5NTR)|  (0,69) (0,63)
0,224
Nosnik alleli diugiej (= 6 VNTR) o 123 * 168
o$nik alleli dugiej (= (6-10

VNTR) (0,31) (0,37)

Suma 399 122 521

Tabela 3. Rozklad alleli w poszczeg6lnych podgrupach wydzielonych wéréd pacjentow z ZZA
(n =122) w poréwnaniu z grupa kontrolng (n = 399)

Nosnik alleli dtugich | Homozygoty S S p
Podgrupy
(6-10 VNTR) (2-5VNTR)

Pacjenci z ZZA - ogétem 45(0,37) 77 (0,63) 0,224
Weczesny poczatek utraty kontroli picia (€ 26 r.z.) 23(0,43) 37 (0,57) 0,063
Osoby z AZA powiktanym drgawkami

i/lub majaczeniem 19(0:46) 22(0.54) 0,043
Pacjenci z osobowoscig dyssocjalng 17 (0,45) 21(0,55) 0,101
Grupa kontrolna 123 (0,31) 276 (0,69)

Omowienie wynikow

W grupie badanej nie wykazano zwiazku polimorfizmu genu receptora dopaminy
D4 w egzonie 3 z wystgpowaniem ZZA. Liczba polimorficznych powtorzen nie réznita
si¢ istotnie statystycznie pomigdzy pacjentami z ZZA a grupa kontrolng zdrowych
0sob (tabela 1, 2).

Podobny wynik uzyskali Sander i wsp. [14], porownujac czgstosci wystgpowania
alleli w catej grupie badanych oséb narodowos$ci niemieckiej z ZZA i w grupie kon-
trolnej. Takze Roman i wsp. [23] postulowali brak asocjacji pomigdzy polimorfizmem
w egzonie 3 genu DRD4 i ZZA na podstawie badan 136 mgzczyzn z ZZA, rozpo-
znanym wg DSM-III-R, poréwnanych z etnicznie dobranymi grupami kontrolnymi.
Whioskowali, iz rola genu DRD4 nie jest istotnie znaczaca, jesli w ogole ma on jaki$
udziat w podatnosci na uzaleznienie od alkoholu.

Pamigta¢ nalezy, iz ZZA nie jest jednorodna jednostka chorobowa, dlatego tez
w przedstawionym badaniu podzielono pacjentdéw na homogenne podgrupy. Jak
wynika z zestawionych danych w tabeli 3, w przypadku pacjentdéw z cigzka postacia
alkoholizmu (AZA powiktane majaczeniem drzennym i/lub drgawkami), istotnie
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statystycznie czg$ciej, w porownaniu z grupa kontrolna obecne byty krotkie allele
(p = 0,043). Wnioskowac¢ nalezy, iz 5 i mniej powtdrzen VNTR (tzw. allele krotkie)
predysponuje do wystapienia AZA z powiktaniami (majaczenie i/lub drgawki).

Hill 1 wsp. [19] zaobserwowali sprzezenie polimorfizmu DRD4 z uzaleznieniem
od alkoholu u 0s6b z wczesnym poczatkiem utraty kontroli picia. W prezentowanych
badaniu u takich probantdéw stwierdza sig trend statystyczny do czgstszego w stosunku
do grupy kontrolnej wystgpowania alleli krotkich (p = 0,063).

Poréwnanie czgstosci wystgpowania genotypu z dlugim allelem u 0séb z ZZA
i w grupie kontrolnej nie potwierdzito obserwowanego przez Bandera i wsp. [14]
trendu do czgstszego wystepowania dtugich alleli (6 1 wigcej powtorzen) u alkoholikow
z osobowoscia dyssocjalna. Moze si¢ to wiazac ze zbyt mata liczebnoscia grupy osob
przez nas badanych z rozpoznaniem takich zaburzen osobowosci.

Aby potwierdzi¢ lub zanegowac¢ zwiazek polimorfizmu VNTR w egzonie 3 genu
receptora dopaminy D4, nalezy prowadzi¢ dalsze badania, powigkszajac grupe badana
oraz rozwazajac cechy temperamentalne os6b badanych i ich zwiazek z polimorfizmem
genu DRD4. Zasadne bytoby rowniez utworzenie haplotypéw z kilku sasiadujacych
SNP genu D4, co zwigkszytoby moc statystyczna badania. Uzyskany staby zwiazek
pomigdzy badanym polimorfizmem a wyst¢gpowaniem powiktan w postaci alkoholo-
wego zespotu abstynencyjnego powoduje, ze zalezno$¢ pomigdzy genem receptora
dopaminy DRD4 a uzaleznieniem od alkoholu pozostaje nadal dyskusyjna.

Whiosek

Uzyskane wyniki sugeruja, ze polimorfizm VNTR genu DRD4 w egzonie 3 moze
odgrywac¢ role w patogenezie uzaleznienia od alkoholu.

Praca wykonana w ramach grantow: 5SPO5D14622 i BMBF, POL 01/063

Hccaenosanue cBsizu noaumopguzma VNTR rena peuentopa nonamuna DRD 4 sr3ona 3
€ CHH/IPOMOM AJIKOT0JIbHOI 3aBHCHMOCTH

Conepixanue

3apanme. 3ajaHueM HCCIEROBaHMs ObLIa OLCHKA POJNM HomuMopduima B sr3oHe 3 (48 p =
UNTR) rena nonamuuspruueckoro peuenropa DRD 4 B matoreHese 3aBUCHMOCTH OT aJIKOTOJIA.
[Tpu acconuaTBHOM HCCIEJOBAaHUU M3y4YeH ITOT HMOJMMOPGHU3M BO BCEil IpyIle MalHueHTOB C
CHHIPOMOM QJIKOTOJIEHOM 3aBucHMOcCTH (122 manmenTa). Cpeu HUX BBIACICHBI TPH TOMOTEHHBIS
MOATPYyNIBL: 1) ¢ paHHUM BO3PACTOM MOTEPU KOHTPOIMPOBAHMA MUThs ankoroins (AOO mepen 26
TOJIOM YKH3HH — 65 4eToBeK), 2) 38 MaIleHTOB ¢ COMyTCTBYIICH AUCCOIMATHBHON JTNYHOCTHIO D 60,2,
3) ¢ aJIKOTOJIFHBIM a0CTHHEHTUBHBIM CHHPOMOM,OCIIOKHCHHBIM KOHBYIECHSMH WIIH / ¥ JHEBHBIM
nenupueM y 41 6ompHOT0. KOHTPONBHYIO IPYIIY COCTABISIIN 300POBBIE JOOPOBOJIBIIEL, Y KOTOPBIX
HCKJIFOUCHBI IICUXUYECKUE HAPYIICHUS 13 ocu MexIyHapoaHoi kinaccudukanuu oonesneit 10 me-
pecMoTpa, To00paHHbIe 1T0 Oy B BO3pacTy — 399 denoBek.

Merton. [laHHHE O 3aBUCHMOCTH OT AJKOTOJISI MOMY4YEHB! IPH MOMOIIH YIbTPACTPYKTypPHOTO
mioccapust — posibekasi Bepeusi SSAGA (Semi-Structured Assessment for Genetics of Alcoholizm).
[omumopdmsm DRD 4 onenen metogom PCR.

Pe3yabrarel. HaiineHo cTUTCTHYECKH 3HAYMMOSI YACTOTA TTOSIBIICHHS KOPOTKHX IMTOBTOpeHNUit (2—5
VRTR BapuanTa rena DRD 4 B roMmoreHHOI NOArpyIIIE NALEHTOB ¢ a0CTUHEHTHBIMU CUHIPOMaMH,
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OCIIO’KHEHHBIMHU KOHBYJIECHSIMH WJIH (¥ THEBHBIM JEIHMPUEM B CPBHEHHE B KOHTPOJILHOM TPYTIIOiN)
p=0,043). OT™MeueH TaKke CTATUCTUIECKUH YKIOH K 00JIee 4acTOMY MOSBICHHUIO KOPOTKUX ajlienei
B TOMOTEHHOH MOATrPyIIIe ¢ PaHHUM BO3PAaCTOM IOTEPH KOHTPOIHMPOBAHHMS MpHUEMa aJIKOTOJIs
(p =0,063).

BeiBoabl. [TomyueHHBIE pe3yabTaThl YKa3bIBAIOT HA (hAKT, UTO HACIETOBAHUE KOPOTKHX BAPHAHTOB
autenerd rena DRD 4 moxer urparb polib B IaTOreHe3€ 3aBUCUMOCTH OT aJIKOTOJIsL.

Studie am Zusammenhang vom VNTR - Polymorphismus des Gens des Dopaminrezeptors
DRD4 des 3. Exons mit Alkoholabhiingigkeitssyndrom

Zusammenfassung

Ziel. Das Ziel der Studie war die Rolle vom Polymorphismus im 3. Exon (48 bp - VNTR)
des Gens des Dopaminrezeptors DRD4 in der Pathogenese der Alkoholabhingigkeit. In der
Assoziationsstudie wurde dieses Polymorphismus in der ganzen Gruppe der Patienten und in den
ausgesonderten homogenen Untergruppen untersucht: 1) frithes Alter des Verlustes der Kontrolle
iiber Alkoholtrinken (AOO< 26 Lebensjahr), n=65; 2) mitexisitierende dissoziale Personlichkeit F
60.2 (n=38), 3) Alkoholabstinenzsyndrom kompliziert mit Krdmpfen und/oder Delirium tremens
(n-41). Die Kontrollgruppe bildeten gesunde Probanden, bei denen psychische Stdrungen aus der
Achse 1 ICD - 10 ausgeschlossein wurden, die den anderen Gruppen im Hinblick auf das Geschlecht
und Alter dhnlich waren (n=399).

Methode. Die Angaben von der Abhingigkeit wurden mit Hilfe eines strukturisierten Fragebogens
erfasst - polnische Version von SIGA (Strukturiertes Interview zur Genese von Alkoholismus). Der
DRD4 - Polymorphismus wurde mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) beurteilt.

Ergebnisse. Es wurden different hdufigere Haufigkeiten beim Erscheinen der kurzen
Wiederholungen (2-5 VNTR) des Variantes von DRD4 Gen in der homogenen Untergruppe der
Patienten mit Abstinenzsyndromen kompliziert mit Krimpfen und/oder Delirium tremens im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (p=0,043) festgestellt. Es wurde auch der statistische Trend zum
hiufigeren Erscheinen kurzer Allelen in der homogenen Untergruppe mit frithem Alter des Verlustes
der Kontrolle iiber Trinken bemerkt (p=0,063).

Schlussfolgerungen. Die erzielten Ergebnisse zeigen darauf, dass das Vererben der kurzen
Varianten der Allelen des Gens DRD4 eine Rolle in der Pathogenese der Alkoholabhéngigkeit
spielt.

L’étude du réle du polymorphisme VNTR du géne récepteur de dopamine DRD4
de ’exone 3 dans la pathogénie de I’alcoolisme

Résumé

Objectif. Analyser le role du polymorphisme (48 bp VNTR) du géne récepteur de dopamine
(DRD4) de I’exon 3 dans la pathogénie de 1’alcoolisme. Ce polymorphisme est examiné dans le
groupe entier d’alcooliques (n=122) ainsi que dans les groupes choisis: 1) dge précoce de perdre
la contrdle de boire de 1’alcool (AOO <26 ans, n=65); 2) avec la coexistence de la personnalité
dissociale F 60.2 (n=38); 3) avec le delirium tremens/les convulsions (n=41). Le groupe de contrdle
est formé de volontaires saines, sans les troubles psychiques, choisis d’apres les critéres du sexe et
de I’age (n=399).

Méthode. L’histoire de leur alcoolisme est décrite avec la version polonaise du questionnaire
SSAGA (Semi-Structured Assessment for the Genetics of Alcoholism). Le polymorphisme de DRD4
est examiné avec la méthode de PCR.

Résultats. On note la plus grande fréquence des alleles courtes (2-5 VNTR) du géne DRD4 dans
le groupe avec le delirium tremens /les convulsions (p=0,043) comparé avec le groupe de controle.
On note aussi la tendance statistique a la plus grande fréquence des alléles courtes dans le groupe
avec ’age précoce de perdre le contrdle de boire de 1’alcool (p=0,063).
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Conclusion. Ces résultats suggerent que les courtes alleles héréditées du gene DRD4 peuvent

jouer le role important dans la pathogénie de 1’alcoolisme.
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