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Izvlecek - Izhodis¢a. Dopamin (DA) ima pomembno viogo
pri delovanju mreznice, obnavijanju in fagocitozi izrablje-
nih diskouv fotoreceprorskih celic v pigmentnem epiteliju. Zi-
valski model podgan RCS (Royal College of Surgeons) z okvar-
Jjeno fagocitozo je pokazal podobno sliko, kot jo vidimo pri
bolnikih z napredouvalo pigmentno retinopatijo (RP). Na pod-
lagiraziskav na podganah in ugotovitvi, da ima DA pomemb-
no vlogo pri obnavljanju mreznice, sklepamo, da so nekateri
polimorfizmi DA receptorjev lahko udelezeni pri nastanku
RP pri cloveku.

Materiali in metode. Primerjali smo skupino 65 bolnikov in
80 zdravih ljudi. Z metodo polimerazne verizne reakcije in
cepitvijo z encimi Ddel (DRD1), Taql (DRDZ2) in MspI (DRD3)
smo dolocali polimorfizme dopaminskih receptorjev D1, D2
in D3 (DRD1, DRDZ2 in DRD3). Statisticno smo primerjali tri
modele izrazanja alelov (kodominantni, dominantniin rece-
sivni) s x>-testom.

Rezultati. Ugotovili smo povezavo med RPin DRD2 Taql RFLP
o avtosomno recesivnem modelu izrazanja (OR = 1,9 (95%
CIl: 1,7-2,3), p = 0,08). Ostali polimorfizmi in modeli izraZa-
nja niso pokazali pomembne povezave z RP.

Zakljucki. Opozorili smo na mozen pomen DRDZ2 receptorja
pripatogenezi RP, vendar je treba narediti nadaljnje raziska-
ve na vecjem vzorcu bolnikov.

Uvod

Pigmentna retinopatija (RP) je fenotipsko in genotipsko hete-
rogena genetsko pogojenabolezen. Deduje se avtosomno do-
minantno (adRP), avtosomno recesivno (arRP) ali vezano na
kromosom x (xRP), opazujemo pa tudi veliko $tevilo spora-
di¢nih primerov brez druzinske obremenitve (1). Poznamo
30 razli¢nih genov, katerih mutacije povzrocijo RP (2), vendar
obstaja znotraj vsake skupine dodatna nealelna heterogenost
(3).Kljub temu daje RP monogenskabolezen, kar pomeni, da
je mutacija enega gena potreben in zadosten pogoj za razvoj
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Abstract — Background. Dopamine (DA) has a specific role
in modulation of retinal function, renewal and phagocytosis
of shed discs by the retinal pigment epithelium. Animal model
of RCS (Royal College of Surgeons) rats which have impaired
retinal phagocytosis has shown an appearance similar to the
clinical picture seen in patients with advanced retinitis pigmen-
tosa (RP). Based on RCS rats’ studies and the fact that DA has
an important role in retinal renewal we assume that certain
DA receptor polymorphisms might play a role in pathogenesis
of RP.

Materials and methods. We compared a group of 65 RP pati-
ents and 80 healthy individuals. Using PCR method and re-
striction with Ddel, Taql or Mspl restriction enzymes (DRD1,
DRD2, DRD3 respectively) we determined the polymorphisms
of DRD1, DRD2 and DRD3. Three models of expression (co-
dominant, dominant, recessive) were statistically compared
with x*-test.

Results. We found an evidence for association between DRD2
Taql RFLP, OR = 1.9 (95% CI: 1.7-2.3), p = 0.08, under auto-
some recessive model of inheritance. Other models for any of
the DRD polymorphisms did not show a significant associati-
on with RP.

Conclusions. A potential association was found between RP
and DRD2 polymorphism. Further investigation is needed to
confirm potential implication of DRDZ2 in the pathogenesis
of RP.

bolezni, vplivajo na potek in klini¢no sliko tudi drugi dejavni-
ki, med njimi verjetno tudi drugi geni, ki z osnovno boleznijo
niso neposredno povezani.

Kot kandidatni sistem smo izbrali dopaminski sistem mrezni-
ce z dopaminom (DA), ki je glavni kateholamin v mreZnici
sesalcev (4) in modulira njeno delovanje ter preko soucinko-
vanja z melatoninom uravnava obnavljanje fotoreceptorjev s
sprozitvijo fagocitoze izrabljenih diskov in prilagajanje na sve-
tlobo in temo (5). Pri ¢loveku so DA nevroni amakrine in in-
terpleksiformne celice v notranjem jedrnem sloju mreznice,
vendar najdemo dopaminske receptorje iz skupine D1 in D2




11-148

ZDRAV VESTN 2002; 71: SUPPLII

s podskupinami (6-14) po celotni mreZnici, od pigmentnega
epitela do ganglijskih celic (5). Predpostavljamo, da imajo po-
limorfizmi dopaminskih receptorjev (DRD) fizioloski u¢inek
na delovanje receptorjev in s tem na delovanje celotnega DA
sistema. Polimorfizmi DRD lahko vplivajo na afiniteto vezave
dopamina, zaradi ¢esar je njegov ucinek spremenjen in spro-
Zi v mreznici neravnovesje, ki se klini¢no kaze kot RP.
Zivalski model RCS (Royal College of Surgeons) podgan z ok-
varjeno fagocitozo pigmentnega epitela mreznice (RPE) je po-
kazal spremembe na mreznici, podobne klini¢ni sliki bolni-
kov z napredovalo RP (4). Na podlagi teh raziskav in predpo-
stavke, da je pri RP okvarjen tudi DA sistem (6), lahko sklepa-
mo, da so nekateri polimorfizmi DRD dejavnik, ki vpliva na
razvoj bolezni.

Materiali in metode

Bolniki in kontrole

V raziskavo smo vkljucili skupino 65 bolnikov s klini¢no pott-
jeno RP, ki med sabo niso sorodstveno povezani, saj bi more-
bitne sorodstvene povezave lahko pomembno vplivale na re-
zultate. Klini¢ni pregled je bil opravljen na Ocesni kliniki v
Ljubljani in je zajemal anamnezo, pregled o¢esnega ozadja in
elektroretinogram (ERG). Raziskavo je odobrila tudi eti¢na
komisija.

Za kontrolno skupino smo izbrali 80 oseb, ki do 50. leta niso
imeli nobenih o¢esnih bolezni, e posebno tezav z no¢nim
vidom.

Genetska analiza

DNK smo izolirali iz venske krvi po
standardnih postopkih (16). S polime-
razno verizno reakcijo (PCR) smo po-
mnozili Zelene odseke DRD1, DRD2 in
DRD3 z zacetnimi oligonukleotidi, ki
so bili opisani v literaturi v povezavi z
drugimi boleznimi (18-21, 23, 24, 26):
3’D1.D AGC ACA GAC CAG CGT GTT
Cin5’D1 ACT GACCCCTATTCCCTG
CT (DRD1), 5014 CCG TCG ACC CTT
CCTGAGTGTCATCAin971 CCGTCG
ACG GCT GGC CAA GTT GTC TA
(DRD2), 6F CTG TCT GGT ACA TAT
TGG ATA in 7R GAG ATG GAG TCT
TGC TCT GTC (DRD3). Produkt PCR
smo cepiliz restrikcijskimi encimi Ddel

80% 1

60%

40%+

20%

Rezultati

Izbrali smo skupino 65 bolnikov (36 Zensk in 29 moskih) z Ze
razvito pigmentno retinopatijo v razli¢nih stadijih bolezni. Po-
vprecna starost bolnikov je bila 38 let, v razponu od 13 do 73
let. Vzorci dedovanja RP so bili pri posameznikih razli¢ni. Z
druzinsko analizo smo ugotovili 20 avtosomno dominantnih,
13 avtosomno recesivnih, 2 na kromosom X vezana in 30 spo-
radi¢nih primerov.

Primerjali smo splo$no populacijo bolnikov z RP in kontrolno
skupino. Zakontrolno skupino smo uporabililjudi, ki do 50. le-
ta niso imeli tezav z no¢nim vidom.

46%

XL
3%

SL. 1. V vzorcu bolnikov smo z druzinsko anamnezo dolocili

razlicne vzorce dedovanja RP: AD — avtosomno dominanitno,

AR - avtosomno recesivno, XL — vezano na kromosom x, S —
sporadicno.

Fig. 1. In the group of patients we determined the hereditary
model of RP: AD - autosome dominant, AR - autosome re-
cessive, XL — X-linked and S - sporadic.

0,
(DRD1), TagI (DRD2) in MspI (DRD3) i DRD1 DRD2 DRD2 DRD3 DRD3
pri temperaturi najvecje aktivnosti en- bolniki kontrole bolniki kontrole bolniki kontrole
cimov, ter produkt reakcije prikazali na O 1-1 genotip 1,5 5,6 0 4.2 22,1 28,6
4-odstotnem agaroznem gelu za dolo- B 1-2 genotip 52,9 50 20,6 18 69,1 60,3
¢itev genotipov za posamezne polimor- O 2-2 genotip 45,6 444 79,4 7.8 8,8 1,1

fizme DRD v skupinah bolnikov in kon-
trol.

SL. 2. Razporeditev genotipov za posamezne polimorfizme DRD pri bolnikih in kon-

trolah. Prikazana je velika razlika pri polimorfizmu DRD2.

Statisticna obdelava podatkov

Za vsakega od dopaminskih receptor-
jev smo naredili tri razlicne genetske
modele izrazanja alelov, ki bi lahko bili vpleteni v patogenezo
RP.

Kodominantni model (KM) uposteva enakovrednostvseh ale-
lov. Dominantni model (DM) predpostavlja, da se bolezen iz-
raziv primeru, ko je prisoten vsaj en alel, ki je povezan z bole-
znijo; pri recesivnem modelu (RM) pa se vpliv alelov izrazi, ¢e
sta bolezenska alela prisotna v homozigotni obliki.

Z uporabo statisticnega programa SPSS smo naredili x*test
(SPSS, Illinois). Za statisti¢no signifikantno vrednost smo upo-
stevali vrednosti p £0,05.

Fig. 2. Genotypes for different DRD polymorphisms in patients and controls. A signi-
Sficant difference of DRDZ2 polymorphism is shown.

S pomo¢jo molekularne genetike smo dolo¢ili genotipe pred-
stavnikov obeh skupin za izbrane polimorfizme DRD1, DRD2
in DRD3 (sl. 2). Ugotovili smo, da se v nasi kontrolni skupini
vsi aleli za DRD1, DRD2 in DRD3 pojavljajo enako pogosto,
kotje bilo Ze prej opisano v literaturi (18,20-23, 26, 27). Rezul-
tati za posamezne modele izrazanja alelov so prikazaninasl. 2
invtab.1,2in 3.

S pomodjo metode PCR in gelske elektroforeze smo dolocili
genotipe vseh bolnikov in kontrol za polimorfizme DRD1,
DRD2 in DRD3. Priizbranih polimorfizmih za DRD1 in DRD3
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Tab. 1. Razporeditev genotipov DRD1 5’UTR Ddel polimorfi-

zma v skupini bolnikov in kontrol. B1 — homozigot 146 bp +

61 bp,; B2 - homozigot 146 bp + 42 bp + 19 bp; B1-2 - hetero-
zigot.

Tab. 1. DRD1 5°UTR Ddel polymorphism genotypes in the

groups of patients and controls. B1 - homozygote 146 bp + 61
bp; B2 - homozygote 146 bp + 42 bp + 19 bp; B1-2 - hetero-

zygote.
Bolniki Kontrole
Genotip Patients Controlls Stevilo _,
Model Genotype  Stevilo o Stevio No. Xtest  OR
no. ° no. °
B1B1 1 1,5 3 5,6 4
KM B1B2 36 52,9 27 50,0 63 0,451 -
B2B2 31 45,6 24 444 55
DM B1B1 37 54,4 30 55,6 67 0,900 0,955
B1B2+B2B2 31 45,6 24 44,4 55
RM BIB1+BI1B2 1 1,5 3 5,6 4 0,208 0,254
B2 67 98,5 51 94,4 118

Tab. 2. Genotipi DRD2 Taql RFLP. A1 - homozigot 310 bp; A2
- homozigot 180 bp + 130 bp; A1-2 - heterozigot.

Tab. 2. DRD2 Taql RFLP genotypes. A1 - homozygote 310 bp,
A2 - homozygote 180 bp + 130 bp; AI1-2 - heterozygote.

Bolniki Kontrole
Patients Controlls Stevi
Model Alel - - Stevilo x>test  OR
stevilo stevilo No.
% %
no. no.
AlA1l 0 0,0 3 4,2 3
KM A1A2 14 206 13 18,0 27 0,227 -
A2A2 54 794 56 778 110
DM AlAl+Al1A2 14 20,6 16 18,0 30 0,814 0,907
A2A2 54 794 56 7.8 110
RM AlA1 0 0,0 3 42 3 0,089 1,986
A1A1+A1A2 68 100,0 69 95,8 137

Tab. 3. Genotipi DRD3 MspI RFLP. 1 - homozigot 396 bp, 2 -
homozigot 252 bp + 144 bp; 1-2 - heterozigot.

Tab. 3. DRD3 MspI RFLP genotypes. 1 - homozygote 396 bp,
2 - homozygote 252 bp + 144 bp, 1-2 - heterozygote.

Bolniki Kontrole
Patients Controlls Stevi
Model Alel T P Stevilo X>-test  OR
stevilo stevilo No.
% %
no. no.
C1C1 15 22,1 18 28,6 33
KM Cc1c2 47 69,1 38 60,3 85 0,573 -
c2C2 6 8,8 7 11,1 13
DM C1C1 61 91,0 56 88,9 117 0,682 1,271
C1C2 + C2C2 6 8,9 7 11,1 13
RM CICl1+ClC2 15 22,4 18 28,6 33 0,418 0,721
Cc2C2 52 77,6 45 71,4 97

nismo ugotovili statisticho pomembne razlike med skupina-
ma za noben model izrazanja (tab. 1 in tab. 3), zato lahko trdi-
mo, da ti polimorfizmi nimajo vpliva na RP.

Pri recesivhem modelu izrazanja za alel A2 Taql RFLP DRD2
(sl. 3) smo ugotovili morebitno povezavo z boleznijo (OR =
1,9 pri95% CI: 1,7-2,3; p = 0,08), vendar razlika ni bila statistic-
no pomembna. Dominantni in kodominantni model izraza-
nja pri DRD2 RFLP z RP nista povezana.

Razpravljanje

V nasi raziskavi smo poskusali potrditi hipotezo, da imajo po-
limorfizmi dopaminskih receptorjev pomembno vlogo v pa-

Sl. 3. Genotipi DRD2 Taql RFLP, prikazani na 4-odstotnem

agaroznem gelu. Pri genotipu 2-2 smo odRrili indikacijo za

povezavo z RP. Genotip 1-1: homozigot za odsotnost restrikcij-

skega mesta za encim Taql (310 bp); 2-2: homozigot za prisot-

nost restrikcijskega mesta (180 bp + 130 bp); 1-2: heterozigot,
ki izraza vse tri fragmente.

Fig. 3. DRD2 Taql RFLP genotypes presented on 4% agarose.

In genotype 2-2 we found a potential association with RP. Ge-

notype 1-1: homozygote for no restriction site for Taql enzyme

(310 bp); 2-2: homozygote for restriction site for Taql enzyme

(180 bp + 130 bp), 1-2: heterozygote — all three fragments are
present.

togenezi pigmentne retinopatije (RP). Ugotovili smo, da to ne
veljazaizbrane polimorfizme dopaminskih receptorjev (DRD)
D1 in D3, nakazana pa je povezava med DRD2 in RP.
Kandidatni geni za vpliv na patogenezo RP so tudi geni za
dopaminske receptorje (DRD), saj lahko razli¢ne oblike re-
ceptorjevspremenijo delovanje dopamina, ta paima pomemb-
no vlogo pri delovanju in obnavljanju mreznice (5). Za nasta-
nek razli¢nih, vendar $e vedno funkcionalnih dopaminskih
receptorjev je odgovoren nekoliko spremenjen genetski za-
pis, ki se kaze v obliki polimorfizmov. V literaturi je bilo opisa-
nih ve¢ polimorfizmov DRD v povezavi z drugimi boleznimi,
kot so na primer shizofrenija, alkoholizem, Parkinsonova bo-
lezen, povisan krvni tlak. (18,20, 21, 23-29), vendar raziskav o
povezavi z RP $e ni bilo.

Vloga dopaminskega sistema v delovanju in obnavljanju mrez-
nice je bila prikazana na zivalskem modelu podgan RCS (Ro-
yal College of Surgeons), ki imajo okvarjeno fagocitozo izrab-
ljenih diskov fotoreceptorskih celic v pigmentnem epiteliju
mreznice (RPE) (5). Spremembe na mreznici podgan so bile
podobne spremembam pri bolnikih z napredovalo pigment-
no retinopatijo, z odlaganjem pigmenta, degeneracijo in atro-
fijo mreznice. Pravi pomen dopamina ali njegovih receptor-
jev e ni poznan, predpostavljamo pa, da polimorfizmi DRD
spremenijo afiniteto vezave dopamina, kar sprozi neravno-
vesje v mreznici in vpliva na razvoj bolezni.

Raziskava Bubenika in Purtilla (35) je pokazala, da bromo-
kriptin (dopaminski D2 antagonist) upocasni degeneracijo
mreznice pri podganah RCS in izboljsa ERG distrofi¢nih mrez-
nic. Ti rezultati nakazujejo, da imajo lahko dopaminski D2 an-
tagonisti zdravilni u¢inek na dedno degeneracijo mreZnice
pri podganah, hkrati pa se postavlja vprasanje, ali ima nerav-
novesje med dopaminom in melatoninom vlogo tudi pri kli-
ni¢no znanih degeneracijah mreznice, kot je RP. Cavallacci s
sod. je opazoval spremembe ERG pri bolnikih s Parkinsono-
vo boleznijo in bolnikih, ki so prejemali DA antagonist halo-
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peridol (16). Po zdravljenju z L-DOPO se je vidno polje izbolj-
$alo pri 30% od 487 bolnikov. Sklepajo, da je pri RP okvarjen
tudi DA sistem. Degeneracije mreznice pri podganah ne mo-
remo enaciti z RP, nekateri avtorji pa predlagajo, da bi v zgod-
njih stadijih bolezni uporabili DRD2 agoniste in antagoniste
melatonina (5).

Z uporabo PCR smo dolocili genotipe bolnikov in kontrol za
izbrane polimorfizme DRD, ki imajo dokazan fizioloski uci-
nek. V primeru, da gre za povezavo med polimorfizmi DRD1
in DRD3 ter RP, bi pri¢akovali razli¢no frekvenco pojavljanja
alelov v skupini bolnikov z RP, ¢esar pa nismo nasli. Rezultati
so pokazali, da ne obstaja statisticno pomembna razlika med
bolniki in kontrolami v DRD1 Ddel in DRD3 Mspl polimorfi-
zmih za noben model, saj so aleli enakomerno razporejeni
med skupinama (pan =0,955; Pru1 = 07254; Poms = 0,907; Pruz =
1,986). V nasprotju s tem pa smo opazili mogoco povezavo
Taql DRD2 polimorfizma in RP. Za recesivni model izrazanja
A2 alela Tagl RFLP (homozigot za prisotnost restrikcijskega
mesta za encim Taql), ki je bil v literaturi opisan kot dejavnik
tveganja pri shizofreniji, alkoholizmu, odvisniskem obnasa-
nju, povisanem krvnem tlaku in nekaterih drugih boleznih
(20, 21,23, 24),smo v nasi raziskavi nasli verjetnost za poveza-
votudizRP (OR = 1,9; p =0,08). Omeniti velja, da pri fagocitozi
dopamin deluje na RPE preko DA receptorjev tipa DRD2 in
ne preko receptorjev DRD1 oz. DRD3. Zato je povezanost po-
limorfizma DRD2 receptorjev in odsotnost polimorfizma
DRD1 in DRD3 receptorjev pravzaprav v logi¢ni povezavi z
moznim patogenetskim mehanizmom RP.

Za potrditev pomembnosti DRD2 polimorfizma v patogenezi
RP je treba narediti dodatne raziskave na vecjem vzorcu bol-
nikov. Kljub temu da izbrana polimorfizma DRD1 in DRD3
nista pokazala povezanosti z RP, obstaja verjetnost, da je z
boleznijo povezan kateri koli drugi polimorfizem v teh recep-
torjih, zato bomo v prihodnosti $tudijo razsirili na vecje stevi-
lo polimorfizmov.

Klini¢ni pomen raziskave o vlogi dopaminskega sistema v pa-
togenezi RP je predvsem farmakoloski. Spoznanje o mehani-
zmih, ki vplivajo naklini¢no izrazanje in potek bolezni, je prvi
korak do uvedbe novih nacinov zdravljenja ali preprec¢evanja
napredovanja bolezni. Z usmerjenim delovanjem zdravil na
dopaminske receptorje bi lahko vplivali na potek RP ali celo
na njen nastanek.
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