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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ACh
APA
CHRNA3
CHRNAS
CHRNAG6
CHRNB3
CHRNB4
Cl

CPD

DA

DNA
DSM
DSM-R
dNTPs

ECB

EOP

FTND

GLU

GABA

GWAS

HWE

LCHAD

LCHADD

LD

- acetylocholina

- American Psychiatric Association

- podjednostka a-3 nikotynowego receptora acetylocholiny

- podjednostka o-5 nikotynowego receptora acetylocholiny

- podjednostka o-6 nikotynowego receptora acetylocholiny

- podjednostka -3 nikotynowego receptora acetylocholiny

- podjednostka -4 nikotynowego receptora acetylocholiny

- przedziat ufnosci (ang. confidence interval)

- liczba papieroséw wypalanych dziennie (ang. cigarettes per day)

- dopamina

- kwas dezoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

- Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

- Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — Revision

- trifosforany dezoksyrybonukleotydéw (ang. deoxynucleotide
triphosphates)

- endokanabinoid (ang. endocannabinioid)

- endogenny peptyd opioidowy (ang. endogenous opioid peptide)

- test uzaleznienia od nikotyny Fagerstroma (ang. Fagerstréom Test

for Nicotine Dependence)

- kwas glutaminowy

- kwas gamma-aminomastowy (ang. gamma-aminobutyric acid)

- badanie asocjacyjne catego genomu (ang. genome-wide

association study)

- rbwnowaga Hardy’ego-Weinberga (ang. Hardy-Weinberg

Equilibrium)

- dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-koenzymu A
dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych

- niedobdr dehydrogenazy 3-hydroksyacylo-koenzymu A
dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych

- nierbwnowaga sprzezen (ang. linkage disequilibrium)



MAF - czestosc allelu rzadszego (ang. minor allele frequency)

NA - noradrenalina

nAChR - nikotynowy receptor acytylocholiny

NCBI - National Center for Biotechnology Information

OR - iloraz szans (ang. odds ratio)

PCR - fancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

QTL - loci cech ilosciowych (ang. quantitative trait loci)

R? - wspdtczynnik korelacji

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu (single nucleotide
polymorphism)

STR - krotkie powtdrzenia tandemowe (ang. short tandem repeats)

TTF - dtugosc¢ czasu od obudzenia do wypalenia pierwszego rannego

papierosa (ang. time to first cigarette)

UN - uzaleznienie od nikotyny

X2 - test zgodnosci chi-kwadrat

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization)
ZUT - zespot uzaleznienia od tytoniu

5-HT - 5-hydroksytryptamina



2. WSTEP

2.1. Epidemiologia i charakterystyka uzaleznienia od tytoniu

Palenie tytoniu jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych natogow na
Swiecie, co w potgczeniu z jego wyjatkowg szkodliwoscig dla zdrowia sprawia,
ze uznawany jest za gtdwnego zabdjce ludzkosci. W populacjach krajow
rozwijajgcych sie palenie tytoniu jest pojedyncza, a zarazem najczestszg
przyczyng przedwczesnej Smierci. Obecne szacunki wskazujg, ze ponad miliard
mieszkancow Ziemi pali papierosy, a rocznie z powodu choréb odtytoniowych
umiera 5,4 min oso6b [1]. Jesli aktualne trendy epidemiologiczne nie zostang
zahamowane, do 2030 roku liczba zgondéw z powodu chorob odtytoniowych
wzrosnie do ok. 8 min. [1]. Warto zaznaczy¢, ze w przypadku uzaleznienia od
tytoniu szacowane wskazniki chorobowosci i $miertelnosci znacznie
przewyzszajg analogiczne wskazniki dotyczace choréb i zgonéw z powodu
uzaleznien od innych substancji psychoaktywnych [2].

Pomimo rosnacej wsrdod palaczy swiadomosci szkodliwosci uzywania tytoniu,
sita, z jakg ten zwyczaj uzaleznia, powoduje, ze skuteczne porzucenie palenia
nie jest tatwe. Wiekszos¢ palaczy (okoto 70%) deklaruje che¢ zerwania z
natogiem. W opracowanym przez Prochaske i DiClemente tzw.
transteoretycznym modelu zmiany osoby te znajdujg sie na etapie kontemplacji,
czyli rozwazajg zaprzestanie w przysziosci palenia [3, 4]. Okoto 40% palaczy
przechodzi w ciggu roku do kolejnych etapéw tego modelu, tj. przygotowania do
zmiany i dziatania, czyli podjecia proby zerwania z natogiem i niepalenia przez
co najmniej jeden dzien. Jednak tylko u 2%-3% palaczy taka proba konczy sie

sukcesem, tj. dlugotrwatg abstynencjg tytoniowg [5].

Zasadniczy mechanizm odpowiadajacy za uzaleznienie od tytoniu nie jest
dostatecznie poznany. Wiadomo, ze gibwnym czynnikiem uzalezniajgcym jest
zawarty w lisciach tytoniu alkaloid nikotyna [6]. Wykazano tez, ze sita
uzalezniajgca nikotyny jest poréwnywalna do tej, z jakg dziata kokaina czy
morfina [7, 8]. Psychofarmakologiczne efekty dziatania nikotyny prowadzg do

uzaleznienia zaréwno fizycznego jak i behawioralnego. Uzaleznienie fizyczne u
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palaczy zwigzane jest z utrzymywaniem odpowiednich stezeh nikotyny w
osrodkowym uktadzie nerwowym, co zapobiega objawom zwigzanym z
odstawieniem, pojawiajgcym sie, gdy stezenie nikotyny we krwi i mézgu obniza
sie ponizej pewnego optymalnego dla palacza progu. Regularne sieganie po
papierosa zapewnia utrzymywanie takiego statego stezenia nikotyny w mozgu.
Uzaleznienie psychiczne jest bardziej ztozone, wieloczynnikowe, obejmujgce
oddziatywania psychologiczne, spoteczne, srodowiskowe i kulturowe. Obie
kategorie uzaleznien wzajemnie na siebie oddziatywujg i z czasem utrwalajg
natog [9-11].

2.2. Zespot uzaleznienia od tytoniu jako jednostka chorobowa

Uzaleznienie od tytoniu definiuje sie jako niedostosowanie (ztg adaptacje)
ustroju do uzywania tej substancji, prowadzace do istotnych klinicznie zaburzen
psychicznych i zaburzeh zachowania. Definicja uzaleznienia od tytoniu od
poczatku ksztattowata sie i ewoluowata w srodowisku ekspertow zajmujgacych
sie zaburzeniami psychicznymi [12-16]. Po raz pierwszy termin "uzaleznienie od
tytoniu" zostat zawarty w nomenklaturze zaburzen psychicznych w trzeciej
edycji Diagnostycznego i Statystycznego Podrecznika Chorob Psychicznych
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders; DSM), wydanego przez
Amerykanskie Towarzystwo Psychiatryczne (American Psychiatric Association;
APA) w 1980 roku [12]. Poprzednia wersja (DSM-II) z 1968 roku odnosita
pojecie ,uzaleznienia” (dependence) lub ,naduzywania” (abuse) do innych

substancji uzalezniajacych i nie uwzgledniata tytoniu [17].

W roku 1988 raport Naczelnego Lekarza USA przedstawiajgcy zdrowotne
konsekwencje palenia papieroséw oficjalnie uznat ze: 1) palenie i inne formy
tytoniu uzalezniajg, 2) substancjg uzalezniajacg zawartg w tytoniu jest nikotyna,
ktéra moze by¢ dostarczana do organizmu zarbwno przez palenie papierosow,
jak tez w inny sposoéb, jak zucie tytoniu czy wdychanie tabaki, 3) procesy
fizjologiczne i behawioralne determinujgce uzaleznienie od tytoniu sg podobne
do procesow determinujgcych uzaleznienie od heroiny i kokainy [18].
Pb6zniejsze obserwacje epidemiologiczne potwierdzity duzy potencjat nikotyny

do wywotywania uzaleznienia, poréwnywalny do mocy uzalezniajgcej tych
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dwdch substancji, uznawanych za tzw. twarde narkotyki [19]. Warto dodac, ze
istniejg dowody, ze uzaleznienie od nikotyny (UN) rozwija sie bardzo szybko,
juz na etapie poczatkowego, nieregularnego jej uzywania, a nie tylko poprzez

regularng podaz tej substancji, np. codzienne palenie papieroséw [20-22].

W $lad za wspomnianym raportem Naczelnego Lekarza USA, wiodgce
autorytety, w tym Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization:;
WHO), APA, a takze brytyjskie Krélewskie Kolegium Lekarzy, wydaty
dokumenty, w ktérych wyraznie zauwazalna jest ewolucja podejscia do kwestii

uzaleznienia od tytoniu [14, 23, 24].

WHO, w wydanej w roku 1992 Miedzynarodowej Klasyfikacji Choréb, Urazéw i
Przyczyn Zgonow ICD-10, oficjalnie uznata uzaleznienie od tytoniu jako
jednostke chorobowg i zaliczyta do zaburzeh psychicznych i zaburzen
zachowania spowodowanych uzywaniem substancji psychoaktywnych [25].
Eksperci APA w czwartej edycji DSM z 1994 roku i jej pOzniejszej rewizji
uaktualnili definicje, kryteria diagnostyczne i charakterystyke tej jednostki
chorobowej, jak réwniez zespotu objawow chorobowych towarzyszacych
odstawieniu nikotyny [14, 15]. Z kolei Krolewskie Kolegium Lekarzy uznato
uzaleznienie od nikotyny za najistotniejszy problem zwigzany z uzywaniem

tytoniu i najwiekszg przeszkode w skutecznym porzucaniu tego natogu [24].

Wedtug DSM-III/IV rozpoznanie uzaleznienia od tytoniu (bedacego w istocie
uzaleznieniem od nikotyny), w Polsce powszechnie okreslanego tez zespotem
uzaleznienia od tytoniu (ZUT), byto mozliwe, gdy w ciggu 12 miesiecy, w
dowolnym czasie, stwierdzano co najmniej trzy kryteria sposrdd siedmiu

przedstawionych w Tabeli 1.



Tabela 1. Kryteria diagnostyczne uzaleznienia od nikotyny wg DSM-III/IV oraz

kryteria zaburzen spowodowanych uzywaniem nikotyny wg DSM-V

Kryteria uzaleznienia od nikotyny wg DSM-III/IV

1. Tolerancja, definiowana jako:

- potrzeba dostarczenia organizmowi znacznie wiekszych ilosci nikotyny dla
uzyskania tego samego efektu

- znacznie zmniejszony efekt dziatania przy ciggtym podawaniu tej samej ilosci
nikotyny

2. Zespot odstawienny, definiowany jako:

- wystgpienie typowych objawéw abstynencyjnych

- sieganie po nikotyne dla ich ztagodzenia

3. Trudnosci w kontrolowaniu uzywania tytoniu, tj. uzywanie wiekszych ilosci tytoniu
i/lub w dtuzszym czasie niz zamierzany (Larger/Longer)

4. Nieskuteczne proby zaprzestania czy zredukowania uzywania tytoniu (Quit/Cut)

5. Duza ilo$¢ czasu poswiecana uzywaniu tytoniu

6. Przedktadanie uzywania tytoniu ponad inne aktywno$ci zyciowe

7. Obecnos¢ psychologicznych i/lub fizycznych probleméw zwigzanych z uzywaniem
tytoniu (Psych/Phys)

Kryteria dodane w DSM-V dla rozpoznania zaburzen wywotanych uzywaniem

nikotyny

8. Zaniedbywanie rél zyciowych
9. Ryzykowne uzywanie

10. Problemy interpersonalne

11. Giéd narkotykowy

W ostatniej, piatej edycji DSM z 2013 roku, termin uzaleznienie od tytoniu
(nikotyny) zastgpiono nowym terminem - zaburzenie wywotane uzywaniem
nikotyny (ang. nicotine use disorder; NUD). Przyjeto tez ogodlny termin
dotyczacy uzywania substancji uzalezniajgcych - zaburzenia wywotane
uzywaniem substancji (ang. substance use disorder; SUD) [16, 26]. Jest on
potgczeniem dwdch innych termindw, ktore w poprzedniej, czwartej edycji DSM,
byly rozrézniane oddzielnie, tj. naduzywania substancji (ang. abuse) i
uzaleznienia (ang. dependence) [14]. Do rozpoznania tych zaburzen stosowano

osobne kryteria, przy czym kryteria naduzywania odnoszace sie do wiekszosci
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substancji psychoaktywnych nie obejmowaty nikotyny. Rozpoznanie
naduzywania wymagato obecnosci 1 z 4 kryteribw reprezentujgcych jego
negatywne skutki: 1) niespetnianie oczekiwanych rél, 2) uzywanie substancji w
sposob ryzykowny, 3) obecnos$¢ problemow interpersonalnych oraz 4) konflikty

z prawem [14].

W DSM-V do wczes$niej stosowanych 7 kryteriow uzaleznienia od tytoniu
zostaty dotgczone trzy sposrod czterech kryteriow naduzywania substanciji
(zaniedbywanie  rél  zyciowych, ryzykowne uzywanie i  problemy
interpersonalne), a takze dodatkowo, jako jedenaste kryterium, silne pragnienie
przyjecia substancji, zwane tez gtodem narkotykowym (ang. craving).
Rozpoznanie NUD wymaga obecnosci w okresie roku co najmniej dwdch
sposrod tych jedenastu kryteriow, ktére przedstawiono w Tabeli 1 [16]. Obecnie
zatem do rozpoznania NUD wystarcza spetnienie mniejszej liczby kryteriow
charakteryzujgcych te zaburzenia, ale ich lista zostata rozszerzona. Wyrézniono
przy tym tagodng posta¢ NUD (przy obecnosci 2-3 kryteriow), umiarkowang (4-
5 kryteribw) oraz ciezkg (6 lub wiecej kryteriow). Potgczenie naduzywania
nikotyny (abuse) i uzaleznienia od nikotyny (dependence) wynika z zatozenia,
ze oba te stany znajdujg sie na tym samym kontinuum jednego zespotu
chorobowego (NUD), wywotanego uzywaniem nikotyny.

APA Scisle okreslito takze kryteria diagnostyczne dla zespotu odstawienia od
nikotyny. Przedstawiono je w Tabeli 2. Spetnienie co najmniej 4 z osmiu
podanych kryteriow przemawia za rozpoznaniem zespotu abstynencyjnego [12,
14].

Uznanie uzaleznienia od tytoniu za chorobe przewlekta i nawracajgca
zaowocowato wprowadzeniem w wielu krajach wiasnych rekomendacji
dotyczacych leczenia [27]. Jednoczesnie, intensywny rozwoj wiedzy na temat
mechanizmdw neurofizjologicznych oraz genetycznego podtoza uzaleznienia od
tytoniu spowodowat zwrot badan nad efektywnym leczeniem tego uzaleznienia
w kierunku farmakogenetyki. Powszechnie bowiem uwaza sie, ze sukces w
leczeniu 0sob uzaleznionych od nikotyny bedzie w przysziosci zaleze¢ gtownie

od rozwoju tzw. medycyny spersonalizowanej, umozliwiajgcej dobranie
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odpowiedniej terapii dla konkretnego pacjenta w zaleznosci od jego

indywidualnych cech, miedzy innymi genotypu [28].

Tabela 2. Kryteria diagnostyczne zespotu odstawienia od nikotyny wg DSM-
/v

Kryteria zespotu odstawienia od nikotyny

. Stany obnizonego nastroju/depresji

. Objawy dysforyczne (gniew, drazliwos¢, frustracja)

. Objawy anksjolityczne, tj. napady leku

. Zaburzenia funkcji poznawczych/ zaburzenia koncentraciji
. Niepokaj

. Bezsennosé

. Obnizenie czestosci tetna

o N OO a b~ W N =

. Wzmozony apetyt oraz zwiekszenie masy ciata

2.3. Komoérkowe i neurofizjologiczne patomechanizmy uzaleznienia od
tytoniu

Uzaleznienie od substancji jest zlozonym zjawiskiem behawioralnym,
sterowanym przez skomplikowane mechanizmy zachodzgce na poziomie
komorkowym i molekularnym, uwarunkowanym przy tym przez liczne czynniki

genetyczne i srodowiskowe.

Proces uzaleznienia od substancji zapoczatkoeujg wywotane przez nig zmiany
aktywnosci i metabolizmu komorek nerwowych narazonych na jej ekspozycje.
Dtugotrwata ekspozycja zmienia wiasciwosci poszczegdlnych neurondw i ich
potaczen, co prowadzi do zjawiska tolerancji, a w sytuacji braku substancji do-
uczucia tzw. gtodu narkotykowego. W efekcie rozwija sie uzaleznienie [29]. W
przypadku tytoniu gtdwng substancjg uzalezniajacqg jest nikotyna, ktéra jest

agonistg nikotynowych receptoréw acetylocholiny (nAChR) na neuronach
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zlokalizowanych w centralnym i wegetatywnym uktadzie nerwowym, a takze w

ztgczach nerwowo-miesniowych miesni szkieletowych.

Nikotynowy receptor acetylocholinowy jest biatkiem przezbtonowym, nalezgcym
do rodziny jonotropowych kanatéw bramkowanych ligandami.

Liczne podtypy nACHRs sg kombinacjami pieciu sposrod jedenastu biatkowych,
genetycznie kodowanych podjednostek a2-a9 i B2-B4, warunkujacymi ich
rozmieszczenie i funkcje w obrebie uktadu nerwowego [30]. Receptor
nikotynowy ma zatem budowe pentameru, a w moézgu ssakow najliczniej
wystepuje podtyp ztozony z podjednostek a-4 i 2. Jest on najprawdopodobniej
gtdbwnym ogniwem w procesie neurofizjologicznego uzaleznienia od nikotyny.
Stwierdzono na przyktad, ze przerwanie stymulacji podjednostki 2 u myszy
eliminuje cechy behawioralnego uzaleznienia od nikotyny [31, 32]. W innym
badaniu wykazano, ze mutacja o typie zamiany pojedynczego nukleotydu (ang.
single nucleotide polymorphism; SNP) genu kodujgcego podjednostke a-4 u
myszy, powoduje nadwrazliwo$¢ zmienionego receptora na nikotyne i nawet
bardzo niskie dawki zastosowane do wybidrczej stymulacji tej podjednostki sg
wystarczajgce dla wywotania efektu wzmocnienia, co przy przewlektym
podawaniu nikotyny prowadzi do rozwoju tolerancji i sensytyzacji i w rezultacie
do uzaleznienia [33]. Uwaza sie, ze rdozne konfiguracje liczbowe, w jakich
podjednostki a-4 i B-2 skfadajg sie na pentamerowy receptor nAChR, mogg
modulowaé jego funkcje, m.in. zmieniajgc site przekazu sygnatu w obrebie

synaps [34].

Stymulacja receptorow nikotynowych  powoduje uwolnienie  réznych
neurotransmiterow w mozgu [35-37]. Jednym z nich jest dopamina, potocznie
zwana hormonem szczescia. Jej uwolnienie w odpowiedzi na sygnat jest
odbierane bowiem jako przyjemne doswiadczenie i ma decydujgce znaczenie
dla wzmacniajgcego efektu nikotyny w uzaleznieniu [38]. Zasadniczg role w
powstawaniu uczucia przyjemnosci petni uktad mezolimbiczny centralnego
uktadu nerwowego, to jest ciato prazkowane (nucleus accumbens) i czes¢
brzuszna nakrywki mostu (ventral tegmentum), najwazniejsze struktury w tzw.
systemie nagrody, pobudzanym przez nikotyne i inne substancje

psychoaktywne [39-40]. Utrwaleniu neurobiologicznych  mechanizmow
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uzaleznienia sprzyja zwiekszenie liczby receptorébw nAChRs w centralnym
uktadzie nerwowym podczas dtugotrwatego stosowania nikotyny (mechanizm
.upregulation”). Jest ono wyrazem zmian neuroadaptacyjnych stuzacych
utrzymaniu rownowagi w sytuacji przewlektej stymulacji substancjg
uzalezniajgcq [41-42]. Te komdrkowe i molekularne mechanizmy adaptacyjne
sq odpowiedzialne za rozwdj tolerancji nikotyny podczas jej regularnego
przyjmowania, tj. koniecznosS¢ stosowania wiekszych dawek nikotyny dla
uzyskania takiego samego efektu, a takze za zjawisko sensytyzacji receptoréw
powstajace podczas nieregularnego przyjmowania nikotyny, czyli wywotywania
takiego samego efektu przez mniejsze niz poprzednio dawki tej substancji [43-
45]. Dodatkowo, potencjat uzalezniajgcy nikotyny jest wzmacniany przez
aktywacje szlakow noradrenergicznych uktadu nerwowego w odpowiedzi na
nagty spadek stezenia nikotyny w osoczu. Mechanizm ten odpowiada za
wywotanie objawdéw zespotu odstawienia nikotyny, tj. nastroju dysforycznego

i/lub depresyjnego czy zaburzen koncentracji [46-48].

Czynniki wewnetrzne i srodowiskowe (pierwotne i wtdérne) podtrzymujace
uzywanie tytoniu i rozwdj uzaleznienia oraz neurotransmitery zaangazowane w

te procesy przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Czynniki podtrzymujace uzywanie nikotyny i neuroprzekazniki

mediujgce ten proces

stynencja

Czynnik Neuroprzekaznik

ACh | DA | ECB | EOP | GLU | 5-HT | NA GABA
Pierwotny
Ostre objawy odstawienie v Ve v
Negatywny afekt, modulacja nastroju v v v
Uczucie przyjemnoéci i wzmocnienie v v v v
Bodzce warunkowe, przedtuzona ab- | v v v v
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Wtorny

Redukcja stresu v v v v
Antynocycepcja (hamowanie Ve Ve
transmisji bolu)
Wzmocnienie proceséw poznawczych | v v v
Kontrola masy ciata v |V v

Obecnie dostepna wiedza na temat neurobiologicznego podtoza uzaleznienia
nie pozwala jednoznacznie wskazac, ktore osoby sg sktonne do rozpoczecia
palenia, dalszego regularnego dostarczania nikotyny oraz uzaleznienia od tej
substancji. Na indywidualne zachowania w tym zakresie wptywajg bowiem
liczne czynniki, gtbwnie genetyczne, a takze demograficzne, spoteczno-
Srodowiskowe, kulturowe oraz indywidualne, w tym cechy osobowosci, ktére

réwniez w duzym stopniu sg genetycznie uwarunkowane [49, 50].

2.4. Zmiennos¢ uzywania tytoniu i jej genetyczne podioze

Zachowania w okreslonej populacji, na przyktad palenie tytoniu, sg
ksztattowane przez czynniki genetyczne i Srodowiskowe oraz ich wzajemne
oddziatywanie [51]. Indywidualny wzér zachowania, czyli fenotyp, jest zatem
efektem wptywu genotypu oraz srodowiska. Dodatkowo, w obrebie kazdej z
tych dwdéch sktadowych ksztattujgcych fenotyp dziatajg dwa rodzaje wptywow,
powodujac jego dalsze zrdznicowanie (wariancje). Genetyczne zréznicowanie
danej populacji jest wypadkowg wariancji addytywnej, zwigzanej =z
powstawaniem kombinacji gendw przekazywanych od obojga rodzicéw i
tworzacych indywidualny genotyp, oraz wariancji nieaddytywnej, obejmujacej
interakcje w obrebie alleli u tego samego osobnika. Wptywy czynnikéw
Srodowiskowych obejmujg z kolei oddziatywanie tzw. srodowiska wspdlnego,
inaczej wspotdzielonego w obrebie tej samej rodziny i ksztaltujgcego
fenotypowe podobienstwo (np. wptyw postawy rodzicéw wobec palenia tytoniu
na postawe dzieci wobec tego zachowania), oraz oddziatywanie srodowiska
specyficznego, pozarodzinnego, roznicujgcego fenotypowo poszczegdinych
osobnikéw w rodzinie (np. wptyw réznych grup réwiesniczych na zachowania
blizniaczego rodzenstwa, nie uczeszczajgcego do tej samej szkoty) [51].
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Dodatkowo, wptyw czynnikow srodowiskowych na ksztattowanie sie fenotypdw
zwigzanych z uzywaniem tytoniu zalezy w pewnym stopniu od indywidualnej
podatnosci na oddziatywania otoczenia, majgcej swoje zrodto w genetycznym i
neurobiologicznym podtozu osobowosci [52]. W ten sposéb zachodzi interakcja
pomiedzy czynnikami genetycznymi i srodowiskowymi. Oba typy czynnikéw
moga tez by¢ ze sobg skorelowane, czego przyktadem jest poszukiwanie przez
osoby palgce papierosy srodowiska, ktore umozliwia im kontynuowanie tego

zachowania, czyli odpowiada jego genetycznie uwarunkowanym cechom.

Poczatkowo, w badaniach nad genetycznym podtozem uzywania tytoniu
postugiwano sie klasyczng metodologia badawcza, tj. badaniami blizniat.
Potwierdzity one znamiennie wyzsza zgodno$¢ wystepowania natogu u
monozygotycznych bliznigt niz u dizygotycznych. Analiza statystyczna
umozliwita takze ocene proporcji udzialu czynnikow Srodowiskowych i
genetycznych (ij. odziedziczalno$¢) w zmiennosci palenia tytoniu [53, 54].
Badania obejmujace duze proby wykazaty, ze ogdlny fenotyp palenia tytoniu u
danej osoby, a takze poszczegdlne jego elementy sg w istotnej mierze
uwarunkowane genetycznie. Dotyczy to m. in. wieku rozpoczecia palenia [55-
57], kontynuacji tego zwyczaju lub zdolnosci do zaprzestania [53, 58], czy liczby
papieroséw wypalanych w ciggu dnia [55, 59].

Aktualnie, badania oceniajgce genetyczne tto natogu tytoniowego w wiekszym
stopniu opierajg sie na analize DNA niz na statystycznej ocenie
odziedziczalnosci, a indywidualny fenotyp uzywania tytoniu badany jest na
poziomie zréznicowania genow (polimorfizm genetyczny) [60]. Przy pomocy
technik molekularnych identyfikuje sie i mapuje lokalizacje genoéw, ktére w
réznym stopniu wptywajg na ksztattowanie sie indywidualnych fenotypow
palenia tytoniu, czyli poszukuje sie tzw. loci cech ilosciowych (Quantitative Trait
Loci; QTL). Jedng z najczestszych strategii wykrywania QTL sg badania
asocjacji allelicznej, pozwalajgce na ustalanie ewentualnego zwigzku pomiedzy
polimorfizmami tzw. gendw kandydujacych (ang. candidate gene studies) a
uzywaniem tytoniu, czy Scislej okreslonymi fenotypami tego zachowania.

Dokonuje sie tego przez ocene i porownanie czestosci wystepowania danego
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allelu i cechy w populacji oséb niespokrewnionych w badaniach kliniczno-

kontrolnych (ang. case-control studies).

Poczatkowo badania gendéw kandydujgcych koncentrowaty sie gtdwnie na
genach o potencjalnym wptywie na neurohormonalne mechanizmy uzaleznienia
od nikotyny, tj. na genach zaangazowanych w neuroprzekaznictwo mozgowe.
Badano m. in. geny wptywajgce na tzw. szlak dopaminergiczny [61, 62],
serotoninergiczny  [63], czy opioidowy [64]. Obecnie najwieksze
zainteresowanie badaczy przyciggajg warianty genéw kodujgcych podjednostki

receptorow nikotynowych.

2.5. Badania regionu 15924-25.1 genomu i polimorfizméw w klastrze
genow CHRNAS5-CHRNA3-CHRNB4

Ztozony charakter zachowania, jakim jest uzywanie tytoniu, stanowi duze
wyzwanie dla poznania jego podtoza genetycznego. To réznorodne fenotypowo
zachowanie jest bowiem uwarunkowane dziataniem wielu gendw, przy czym
modulujgcy wptyw pojedynczego genu najpewniej jest niewielki. Identyfikacja
tych gendéw i ich polimorficznych wariantow stata sie obecnie znacznie
tatwiejsza dzieki poznaniu ludzkiego genomu oraz rozwojowi badan
polegajacych na jego catosciowym skanowaniu (tzw. badania: genome-wide
association study; GWAS) z réwnoczesnym genotypowaniem ponad kilkuset
tysiecy polimorfizmoéw typu pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide
polymorphism; SNP). Badania GWAS, wraz 2z odpowiednig analizg
statystyczng, umozliwity wskazanie regionu 15924-25.1 genomu, to jest regionu
Zlokalizowanego na krotszym ramieniu chromosomu 15, w ktérym wystepujg
najwieksze miedzygrupowe roznice w czestosciach polimorficznych wariantow
DNA u oséb palacych i niepalgcych papierosy. Region ten zawiera klaster
trzech gendéw kodujacych podjednostki alfa-5, alfa-3 i beta-4 nikotynowego
receptora acetylocholiny (CHRNA3, CHRNAS i CHRNB4). Badania GWAS
pozwolity przy tym na identyfikacje wariantéw polimorficznych tych gendw,
wptywajacych na stopien uzaleznienia od nikotyny [65-67]. W wielu replikacjach
tych badan, a takze w licznych doniesieniach, w ktorych ograniczano sie do

badania niewielkiej liczby polimorfizmow (candidate gene studies), oceniano ich
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zwigzek z réznymi fenotypami uzaleznienia od tytoniu, najczesciej liczbg
papieroséw wypalanych dziennie, stopniem UN okreslonym w tescie
Fagerstroma Ilub HSI, czy dtugoscia czasu od obudzenia do zapalenia

pierwszego papierosa [65, 67-82].

Szczegdblne zainteresowanie budzg obecnie dwa polimorfizmy SNP:
rs16969968 w CHRNAS i rs1051730 w CHRNA3, w wysokim stopniu ze sobg
skorelowane w populacji pochodzenia europejskiego, a przez to czesto
traktowane zamiennie [71-73, 75, 78-82]. Wiekszo$¢ badan, w ktorych m. in. te
SNPs byly przedmiotem analizy, wykazata ich zwigzek z liczbg papieroséw
wypalanych dziennie, co wskazuje, ze jest to silna i stata zaleznos$¢, niezaleznie
od przyjetej klasyfikacji fenotypowej i rodzaju zastosowanych metod
analitycznych [71-73, 75, 78-81]. Co wiecej, kilka metaanaliz potwierdzito
znamienng zalezno$¢ pomiedzy wariantami rs1051730-rs16969968 a
wielkoscig na dym tytoniowy, przy czym silniejszy zwigzek wykazano, gdy
samoraportowanie liczby CPD przez uczestnikbw zastgpiono obiektywnym
(biochemicznym) pomiarem tej ekspozycji [83-85]. Pomimo silnej nierdbwnowagi
sprzezen pomiedzy tymi dwoma SNPs (wspétczynnik korelacji LD [R?] = 1,0),
polimorfizm rs1051730 w badaniach GWAS wykazuje nawet silniejszy zwigzek
z ND niz rs16966968 [84]. Chociaz funkcjonalna rola rs1051730 nie jest jednak
znana, sugeruje sie, ze prawdopodobnie stanowi on silny markerowy SNP dla
jakiegos istotnego funkcjonalnie haplotypu w obrebie klastra genéw CHRNAS3-
CHRNA5- CHRNB4 [84].

Ostatnio opublikowane badania pochodzace z dwdch krajow skandynawskich
potwierdzity takze, ze obecnos¢ rzadszego allelu A w miejscu rs1051730 wigze
sie nie tylko z wiekszym ryzykiem palenia papieroséw i uzaleznienia od
nikotyny, ale tez z wiekszym ryzykiem zgonu z powodu choréb odtytoniowych,
tji. choroby wiencowej, przewlektej obturacyjnej choroby ptuc czy raka ptuca [86,
87].

W licznych badaniach stwierdzono, Zze réwniez inne polimorfizmy genow
kodujacych podjednostki alfa-3, alfa-5 i beta-4 receptora nikotynowego, miedzy
innymi rs 6495308 i rs55853698 mogg wptywac na fenotypy palenia papierosow
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i uzaleznienia od nikotyny [68-70, 75, 77, 78, 83, 88]. Dla przyktadu, w
niektérych doniesieniach wykazywano zalezno$¢ pomiedzy  intronowym
polimorfizmem w locus rs6495308 a ND, definiowanym przy uzyciu Testu
Fagerstroma lub CPD. Warto jednak zaznaczy¢, ze nie w kazdym przypadku
zaleznos¢ ta pozostawata statystycznie znamienna po przyjeciu poziomu
istotnoéci uwzgledniajgcego poprawke Bonferroniego dla wielokrotnych
porownan [68-70, 75, 77, 78, 88]. Wiekszos¢ tych badan przeprowadzono
wsrod osob pochodzenia europejskiego, ale pozytywne wyniki, potwierdzajgce
wptyw wspomnianych SNPs na uzaleznienie od nikotyny uzyskano takze w
populacjach reprezentujgcych inne rasy, np. rase zotta. Wsrdd Koreanczykow
pici meskiej wykazano przyktadowo silng zaleznos¢ pomiedzy rs6495308 a
CPD, zarowno w analizie genotypowej dotyczgcej tego pojedynczego SNP, jak

tez w analizie haplotypowej [77].

Innym polimorfizmem budzacym zainteresowanie badaczy jest rs55853698,
potozony w regionie promotorowym genu CHRNAS i u osdb pochodzenia
europejskiego $cisle skorelowany z rs1051730 (r*>0,96) [83]. Zainteresowanie
tym SNP zapoczatkowaty doniesienia Liu i wsp. [83]. Po raz pierwszy, w
badaniach GWAS regionu 15925 genomu, obejmujacych bardzo liczng probe
0sOb pochodzenia europejskiego (ponad 41 tysiecy), przy zastosowaniu
procedury imputacji genotypow dla wszystkich SNPs tego regionu pozyskanych
z bazy Projektu 1000 Genomdéw, a takze po powtdrzeniu metaanalizy danych,
wykazano silng zaleznos¢ pomiedzy rs55853698 a liczbg wypalanych dziennie
papieroséw. Z uwagi na lokalizacje tego SNP w poblizu nieulegajacego
translacji regionu 5’- genu CHRNAS, sugeruje sie, ze moze on wptywaé na
transkrypcjie mRNA. Wykazywany w wielu doniesieniach zwigzek rs55853698 z
CPD byt nawet nieznacznie silniejszy niz w przypadku rs1051730, polimorfizmu
majgcego mocng ugruntowang w pismiennictwie pozycje jako SNP istotnie
wptywajacy na palenie i UN [71-73, 78, 80].

Pomimo rozwoju badan GWAS, badania asocjacji allelicznej dotyczace
pojedynczych gendéw kandydujgcych zajmujg wazne miejsce na drodze ku
poznaniu genetycznych uwarunkowan uzaleznienia od nikotyny i wcigz sg

przeprowadzane w roznych populacjach. Wyniki nie sg jednak jednoznaczne.
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Jedng z potencjalnych przyczyn rozbieznosci wynikdw genetycznych badan
asocjacyjnych  jest zroznicowanie czestosci alleli w  populacjach
reprezentujgcych odmienne rasy, a takze mozliwa dodatkowa etniczna
stratyfikacja w obrebie badanej préby [89-91]. W celu wyeliminowania tego
problemu, badania przedstawione w niniejszej rozprawie przeprowadzone
zostaty w etnicznie, i najpewniej w znacznym stopniu genetycznie homogennej,
izolowanej populacji Kaszubow. Ograniczone zréznicowanie alleliczne w takiej
populacji czyni z niej wartosciowy materiat do badan genetycznych, w tym
badan asocjacji allelicznej, gdyz ewentualne wzmocnienie genéw wptywajgcych

na UN moze utatwi¢ wykrycie potencjalnego zwigzku genotyp-fenotyp [92-94].
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3. CEL PRACY

Celem pracy byta ocena wptywu polimorfizméw w miejscach rs55853698,
rs1051730 i rs6495308 gendw kodujacych podjednostki alfa-5 i alfa-3 receptora
nikotynowego na stopieh uzaleznienia od nikotyny w jednorodnej etnicznie

grupie Kaszubow

Cele czgstkowe
1. Okreslenie czestosci wystepowania wybranych polimorfizmoéw gendw

kodujacych podjednostki alfa-3 i alfa-5 receptora nikotyny.

2. Okreslenie zaleznosci pomiedzy podstawowymi cechami demograficznymi, tj.
picig i wiekiem osob badanych a wybranymi fenotypami uzaleznienia od tytoniu,
okreslonymi przy pomocy:

a) wskaznika FTND (ang. Fagerstrom test for Nicotine Dependence)

b) wskaznika HSI (ang. Heavy Smoking Index)

c) liczby papieroséw wypalanych dziennie (ang. cigarette per day; CPD)

d) dtugosci czasu od obudzenia do wypalenia pierwszego porannego papierosa
(ang. time to first cigarette; TTF)

3. Okreslenie zaleznosci pomiedzy badanymi polimorfizmami a wybranymi

fenotypami uzaleznienia od tytoniu.

4. Ocena wptywu ptci i badanych polimorfizméw na wiek rozpoczynania palenia.
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4. MATERIAL | METODY
4.1. Materiat
4.1.1. Dob6r proby

Dla unikniecia istotnego w genetycznych badaniach asocjacyjnych problemu
etnicznej stratyfikacji badanej proby, badania zostaty przeprowadzone wsréd

Kaszubow, stanowigcych zamknieta, jednorodng etnicznie populacije.

Kaszubi to liczaca okoto 230 tysiecy populacja zamieszkujgca wiekszo$¢
terytorium Pomorza Gdanskiego i czes¢ Pomorza Zachodniego [95, 96].
Pierwsze wzmianki o Kaszubach pojawity sie w zrodtach historycznych w
potowie XIII wieku [97, 98]. Populacja ta prawdopodobnie zostata odtgczona od
jakiej$ wiekszej populacji, a jej powolna ekspansja i niewielka imigracja
osobnikow z zewnatrz przyczynity sie do jej izolacji. Wraz z wysokim odsetkiem
endogamii czynniki te wptynety najpewniej na niski stopien zréznicowania
genetycznego populacji Kaszubdéw, jednak struktura genetyczna tej grupy
etnicznej nie byta jak dotgd badana na szeroka skale przy pomocy nowoczesne;j
metodologii genetyki populacyjnej. Uwaza sie jednak, ze Kaszubi zachowujac
swojg tozsamos¢, kulture, obyczaje i jezyk, spetniajg kryteria izolacji kulturowej i
lingwistycznej, a ze wzgledu na zamieszkiwanie obrzezy kraju, takze

geograficznej [99].

Rekrutacja uczestnikdw badania prowadzona byta wsrod osob zgtaszajgcych
sie do kilkunastu osrodkéw zdrowia znajdujgcych sie na Kaszubach. Z
dorostymi, aktualnie palgcymi papierosy osobami, deklarujgcymi kaszubskie
pochodzenie, przeszkolone pielegniarki przeprowadzaty wywiad
kwestionariuszowy, podczas ktorego odnotowywaty dane demograficzne,

genealogiczne oraz dotyczgce natogu palenia tytoniu.

Czes¢ wywiadu dotyczgca rodowodu uczestnika stuzyta potwierdzeniu jego
kaszubskiego pochodzenia oraz utworzeniu osobnej bazy obejmujgcej
wszystkich zyjacych dorostych krewnych pierwszego stopnia uczestnikdéw

(rodzice, rodzenstwo i potomstwo), ktérej przeszukiwanie pozwalato unikngc
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pozZniejszego wigczania do badan oséb spokrewnionych. Osobe pochodzenia
kaszubskiego definiowano jako urodzong w kaszubskiej rodzinie, w ktorej
zaréwno rodzice jak i wszyscy dziadkowie byli Kaszubami, znajgca jezyk

kaszubski i swobodnie sie nim postugujaca.

Kazdorazowo, podczas rekrutowania nowego uczestnika, przegladano baze
krewnych pierwszego stopnia uczestnikow juz wtgczonych do badania. Jesli
osobe rekrutowang odnajdywano w tej bazie, do badania sposrod dwoch
zidentyfikowanych w ten sposéb krewnych witgczano preferencyjnie osobe

miodsza.

Dla celow analizy statystycznej w bazie zostaly zgromadzone dane
demograficzne (wiek, pte¢) oraz dane dotyczace palenia papierosow (wiek
rozpoczecia palenia, liczba wypalanych papieroséw dziennie, dlugosc¢ trwania
czasu od obudzenia do wypalania pierwszego porannego papierosa, stopien
uzaleznienia od tytoniu okreslony liczbg punktow w tescie Fagerstroma, dtugosc
trwania natogu). Aktualny codzienny palacz definiowany byt jako osoba, ktéra w
dniu rekrutacji podawata codzienne palenie tytoniu od co najmniej roku. Liczbe
paczkolat okreslano na podstawie liczby wypalonych papierosow dziennie i

czasu trwania natogu.

Od wszystkich badanych oséb zostata pobrana do heparynizowanych probowek
probka krwi zylnej, ktéra do czasu badania genetycznego zostata zamrozona i

przechowywana w temp. -80st.C.

Wszyscy uczestnicy wyrazili Swiadomg i pisemng zgode na udziat w badaniu.
Protokét zostat zatwierdzony przez Niezalezng Komisje Bioetyczng d/s Badan

Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym

4.1.1.1. Ocena stopnia uzaleznienia od nikotyny

Stopien uzaleznienia od nikotyny (UN) oceniano przy zastosowaniu Testu
Uzaleznienia od Nikotyny Fagerstroma (FTND) [100]. Jest on skrécona,

powszechnie stosowang wersjg Kwestionariusza Tolerancji Fagerstroma (ang.
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Fagerstrom Tolerance Questionnaire; FTQ), ztozong z szesciu pytan [101]. W
przypadku dwdch pytan moziiwy jest jedynie wybor odpowiedzi TAK lub NIE,
punktowanych odpowiednio liczbg 1 lub 0 punktow. Przy pozostatych pytaniach,
wybierajac jedng sposrod kilku mozliwych odpowiedzi, mozna uzyskac¢ od 0 do
3 punktéw. Po zsumowaniu punktéw za wszystkie odpowiedzi, tgczny wynik
moze wynosi¢ 0-10 punktéw. Im wyzsza suma uzyskanych punktéw w
kwestionariuszu FTND, tym wiekszy stopien UN.

Test Uzaleznienia od Nikotyny Fagerstroma przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Test Uzaleznienia od Nikotyny Fagerstroma

Pytanie Liczba punktow

1. Kiedy po obudzeniu zapalasz pierwszego papierosa?
w ciggu 5 minut
po uptywie 6-30 minut
po uptywie po6t godziny do godziny

o =~ N W

po godzinie
2. Czy powstrzymanie sie od palenia w miejscach, gdzie pali¢
nie wolno, jest dla ciebie problemem?

tak 1

nie 0
3. Z ktérego papierosa najtrudniej ci zrezygnowac?

Z pierwszego rano 1

o

z kazdego innego
4. lle papieroséw wypalasz dziennie?
do 10
11-20
21-30
31 i wiecej

w N -~ O

5. Czy rano palisz wiecej papierosoéw niz w ciggu reszty dnia?
tak

nie 0

—_

6. Czy nie mozesz sie powstrzymaé od palenia, nawet
podczas choroby, gdy musisz leze¢ w t6zku?
tak 1

nie 0
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W przedstawionym badaniu zastosowano takze tzw. Wskaznik Intensywnosci
Palenia (ang. Heaviness of Smoking Index; HSI), ktéry dla uproszczonej oceny
stopnia UN zawiera jedynie dwa pytania zaczerpniete z FTND/FTQ. Sg to
pytania o liczbe papieroséw wypalanych dziennie (CPD) oraz o dtugo$¢ czasu

do zapalenia pierwszego papierosa po przebudzeniu (TTF) (Tabela 5).

Tabela 5. Wskaznik Intensywnosci Palenia (Heaviness of Smoking Index; HSI)

Liczba punktow
Pytanie
1. lle papieroséw wypalasz dziennie? 0
do 10 ]
11-20
2
21-30
3
31 i wiecej
2. W jakim czasie po obudzeniu zapalasz pierwszego papierosa?
w ciggu 5 minut 3
po uptywie 6-30 minut )
po uptywie pot godziny do godziny ]
0 godzinie
pog 0

Wskaznik HSI jest sumg punktéw uzyskanych po okresleniu LPD i CPP i miesci

sie w zakresie od 0 do 6.
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4.1.1.2. Charakterystyka uczestnikéw

Po weryfikacji ankiet, dwadziescia dwie osoby wytgczono z badania ze wzgledu
na niepewne kaszubskie pochodzenie lub brak istotnych danych dotyczacych
natogu palenia papierosow. Sposrod 810 zrekrutowanych potencjalnych
uczestnikdéw, do badania wtgczono ostatecznie 788 dorostych osob, aktualnych
codziennych palaczy papieroséow, w wieku od 18 do 85 lat (Srednio 43,6 + 13,8
lat), w tym 282 kobiety w wieku od 20 do 73 lat (Srednio 46,5 + 11,5 lat) oraz
506 mezczyzn w wieku od 18 do 85 lat (Srednio 42,0 + 14,6 lat).

Sredni wiek rozpoczecia palenia tytoniu wynosit 18,9 + 3.8, a $rednia warto$é
CPD, FTND i TTF w badanej probie odpowiednio 17,5+ 7,7, 42 +21,i2,8
1,3. W Tabeli 6 przedstawiono charakterystyke badanej populacji pod

wzgledem cech demograficznych i profilu palenia tytoniu.

Tabela 6. Charakterystyka badanej populacji w odniesieniu do cech
demograficznych oraz natogu palenia papierosow [102]

Table 6. A demographic and smoking profile in the Kashubian sample of current
smokers [102]

Cecha/ Characteristic Wartos$ci: Liczba (%), Srednia + SD
Values: Number (%), Mean + SD

Mezczyzni/ Males 506 (64,2)
Wiek (lata)/ Age (years) 43,6 £ 13,8
Przedziat wieku/ Age category

<30 lat/ years 162 (20,6)

30-45 lat/ years 230 (29,2)

46-60 lat/ years 320 (40,6)

>60 lat/ years 76 (9,6)
Wiek rozpoczynania palenia (lata)/ 18,9+ 3,8
Age at starting smoking (years)
Palacze, ktérzy rozpoczeli palenie w wieku < 16 lat/ 174 (22,1)
Smokers who started smoking in the age < 16 yrs.
Dtugos¢ trwania natogu (lata)/ 23,0+ 12,6
Duration of smoking (years)
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Liczba papierosow wypalanych dziennie (CPD)/No. 17,5+ 7,7
of cigarettes smoked daily (CPD)
Kategorie CPD/ CPD category
<5 35 (4,4)
6-10 172 (21,8)
11-15 35 (16,5)
16-20 349 (44,3)
>20 102 (12,9)
FTND 42+21
HSI 2,8+1,3
TTF < 5 min 213 (27,0)
4.2. Metody

U wszystkich oséb wykonano genotypowanie wybranych polimorfizmow typu
SNP genow kodujgcych podjednostki alfa-5, alfa-3 cholinergicznego receptora
nikotynowego. Na podstawie wczesniejszych doniesien o zwigzku z fenotypami
uzaleznienia od tytoniu (UN) do genotypowania zostaty wybrane dwa SNPs w
loci rs1051730 i rs6495308 genu CHRNAS3, oraz jeden SNP w locus
rs55853698 genu CHRNAS (numery SNPs sg zgodne z bazg National Center
for Biotechnology Information; NCBI) [65, 68-73, 75-85, 88, 103, 104].

Na podstawie badan rzadszy (minor) allel A w rs1051730, czestszy (major)
allel A w rs6495308 oraz rzadszy allel C w rs55853698 zostaty uznane, jako
allele, zwigzane z wiekszym ryzykiem uzaleznienia od nikotyny [65, 68-73, 75-
85, 88, 103, 104].

4.2.1. Analiza molekularna

4.2.1.1. 1zolacja genomowego DNA
Genomowe DNA izolowano ze 100 ul petnej krwi mrozonej, za pomocg zestawu
Genomic MicroAX Blood Gravity, zgodnie z protokotem producenta (A&A
Biotechnology; Gdynia, Polska). Prébki DNA nastepnie rozcienczano 10-krotnie

w 10 mM buforze Tris, w pH 8,0 i przechowywano w temperaturze 4°C.



4.2.1.2. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Amplifikacje PCR rejonéw obejmujacych badane SNP przeprowadzano w

roztworze o catkowitej objetosci 50 pL, o sktadzie przedstawionym w Tabeli 7.

PCR przeprowadzano w systemie iCycler (Bio-Rad).

Tabela 7. Sktad mieszaniny do przeprowadzenia reakcji PCR

Sktadnik

llos¢

2xMaster Mix Plus High GC

25 i

Starter sensowny

0,2 ul

Starter antysensowny

0,2 ul

DNA

2 ul

Woda dejonizowana

22,6

Sekwencje starterow uzytych do amplifikacji PCR fragmentéw genow CHRNAS3

i CHRNAS obejmujgcych badane SNP zostaty przedstawione w Tabeli 8.

Warunki temperaturowe reakcji PCR rejonow genéw CHRNA3 i CHRNAS

obejmujacych badane polimorfizmy przedstawiono w Tabelach 9i 10.

Tabela 8. Startery sensowne (forward; F) i antysensowne (reverse; R) uzyte w

reakcji PCR oraz startery uzyte do pirosekwencjonowania [Kita, 2015].

SNP Starter Sekwencja

rs1051730 rs1051730F 5'-AGG GAG AGG AGG ACA GAA A-3'
biot-rs1051730R 5'-[Btn]AAG GAC TAT TGG GAG AGC G-3'
pyro-rs1051730-B 5-TTG TAC TTGATG TCG TGT TT-3
rs55853698R-C 5-TTG GGG AAT GGA GCA CTG AGT-3'

rs55853698 biot-rs5585369F-C 5'-[Btn]GCT AGG CTG AGG CTG CTG TC-3'

pyro-rs55853698-C

5-AAA CGA GGG CAG ACG CAG C-3’
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rs6495308F
rs6495308 biot-rs6495308R
pyro-rs6495308

5-TGT GTC CCC AAA CCT CTT CT-3'
5'-[Btn]ACC CTT CTC AAC TAC GAC CT-3'
5-CCT CTT CTC TAC TCT CC-3’

Tabela 9. Warunki temperaturowe reakcji PCR rejondw genu CHRNA3

obejmujgcych miejsca polimorficzne rs1051730 i rs6495308

Etap PCR Temperatura [°C] Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna | 94 3 min

Denaturacja 94 30 sek

Przytaczanie 60 30 sek 35
starterow

Wydtuzanie 72 30 sek

Wydtuzanie kohcowe | 72 5 min

Tabela 10. Warunki temperaturowe reakcji

obejmujgcego miejsce polimorficzne rs55853698

PCR rejonu genu CHRNAS

Etap PCR Temperatura [°C] | Czas | Liczba cykli
Denaturacja wstepna 94 3 min

Denaturacja 94 15 sek

Przytaczanie starteréw 68 1min |40
Wydtuzanie 72 5 min

29



4.2.1.3. Wykrywanie polimorfizmoéw za pomocga pirosekwencjonowania

Analize polimorfizméw genow kodujgcych podjednostki receptora nikotynowego
CHRNA3 i CHRNAS5 przeprowadzono poprzez pirosekwencjonowanie w
analizatorze PSQ96MA Luc96 (PyroSequencing AB, Uppsala, Szwecja) z
wykorzystaniem po 5 pmoli starteréw pyro-rs1051730-B, pyro-rs55853698-C
oraz pyro-rs6495308 przedstawionych w Tabeli 8 oraz zestawu odczynnikéw
PyroMark®GoldQ96 Reagents (Qiagen). Uzywano po 25 ul produktow PCR
przygotowanych przy uzyciu aparatury PyroMark Q96 Vacuum Workstation

(Qiagen) wedtug procedury zaleconej przez producenta.

Przyktadowe wyniki pirosekwencjonowania przedstawiono na Ryc. 1 (a, b, c, d),
Ryc. 2 (a, b, ¢,d) i Ryc. 3 (a, b, c,d)

Rycina 1. Pirosekwencjonowanie rs55853698
Analizowana sekwencja obejmujgca SNP: AGMGGGGCCG
Kolejnos¢ dodawania dNTPs: GATGACGGC

a) Histogram

50

I I | | | | | I | | |
E s ] A T G A C G ] C

b) Matryca AA
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d) Matryca CC

Rycina 2. Pirosekwencjonowanie rs1051730
Analizowana sekwencja obejmujgca SNP: RTAGCCTGGGGC
Kolejnos¢ dodawania dNTPs: CAGTAGCT

s C A G T A G

I L | L | |
s C A [ T A

d) Matryca AA
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Rycina 3. Pirosekwencjonowanie rs6495308
Analizowana sekwencja obejmujgca SNP: CARCAG
Kolejnos¢ dodawania dNTPs: GCAGCA

5 G C A G C A

f2 o M o

c) Matryca AG

-

= - =

1 L L .I I. L L
s G C A G C A

d) Matryca GG

4.3. Analiza statystyczna

Analize réwnowagi Hardy'ego-Weinberga (HWE) przeprowadzono za pomocqg
oprogramowania Haploview (wersja 4.2) [105]. Test zgodnosci chi-kwadrat (x2),
z ewentualng poprawkg Yatesa, zostat uzyty do oceny rozktadu alleli i
genotypow. Przyjeto poziom istotnosci p < 0,05. Zwigzek ptci i wieku badanych
Kaszubow z uzaleznieniem od nikotyny, zaleznos¢ pomiedzy ptcig uczestnikow
a wiekiem rozpoczynania palenia, a takze zwigzek wybranych polimorfizmoéw w
miejscach rs1051730, rs6495308 i rs55853698 genow kodujacych podjednostki
alfa-3 i alfa-5 receptora nikotynowego z uzaleznieniem od nikotyny (wybranymi

32



fenotypami UN) i wiekiem rozpoczynania palenia oceniano za pomocg analizy
regresji logistycznej przy uzyciu oprogramowania STATISTICA 10.0 (StaSoft
Inc.; USA).

Fenotypami UN, wigczonymi do analizy regresji logistycznej, byty: FTND i HSI,
oraz mniej ztozone fenotypy okreslone przez pojedyncze elementy zaczerpniete
z testow FTND i HSI, tj. liczbe wypalanych dziennie papieroséw (CPD) i dlugosc¢
czasu od obudzenia do wypalenia pierwszego porannego papierosa (TTF). Oba
te fenotypy moga mieé, jak sie sugeruje, rozne genetyczne podtoze, choé
wykazano silny zwigzek pomiedzy CPD i doznawaniem uczucia gtodu

narkotykowego (craving), ktore z kolei scisle koreluje z TTF [106, 107].

Wiek rozpoczynania palenia oraz fenotypy UN zostaty wigczone do analizy jako
cechy dychotomiczne. Dla wieku rozpoczynania palenia punktem odciecia byt
16 rok zycia (=16 rok zycia vs >16 rok zycia). W przypadku stopnia uzaleznienia
od nikotyny okreslanego przy pomocy FTND i HSI, jako punkty odciecia dla
wyzszego vs. nizszy stopien UN przyjeto FTND = 4 pkt. (FTND <4 vs. FTND =
4)i HSI = 3 pkt. (HSI < 3 vs. HSI = 3).

Fenotypy palenia papieroséw okreslone przez CPD i TTF podzielono z kolei
dychotomicznie na palenie do 10 papieroséw dziennie (£ 10 CPD) vs. palenie
wiekszej liczby papierosow (> 10 CPD), oraz wypalanie pierwszego papierosa
w ciggu 5 minut po obudzeniu (TTF < 5 min) vs. dluzszy czas do wypalenia
pierwszego papierosa (TTF > 5 min). Cztery badane fenotypy UN oraz wiek
rozpoczynania palenia bylty wiaczone do analizy regresji logistycznej jako
zmienne zalezne, natomiast genotyp dla poszczegdinych badanych
polimorfizméw, pte¢ i wiek byty uzyte we wszystkich analizach jako zmienne
niezalezne. Wyniki przedstawiono jako skorygowane ilorazy szans (ang. odds
ratios; OD) z 95-procentowymi przedziatami ufnosci (95% CIl - confidence
intervals). Dla wielokrotnych testéw zastosowano poprawke Bonferroniego —
przyjeto poziom istotnosci p = 0,016 (wartos¢ p podzielona przez liczbe
badanych SNPs).

33



5. WYNIKI
5.1. Dystrybucja alleli i genotypow w badanej préobie w miejscach
rs1051730, rs55853698 i rs6495308

Genotypowanie trzech wybranych SNP obejmujgcych geny CHRNAS i
CHRNAS3 przeprowadzono z powodzeniem, tj. ustalono genotypy u wszystkich
badanych oséb. Rozktad genotypdéw pozostawat w zgodzie z réwnowagg
Hardy’ego-Weinberga dla polimorfizméw rs1051730 i rs6495308 (odpowiednio,
p=082ip = 059), natomiast nie spetniat warunkéw tej réwnowagi dla
polimorfizmu w locus rs55853698 (p= 0,000).

Poréwnanie liczebnosci i czestosci alleli i genotypdéw dla miejsca rs6495308 w
badanej populacji i probkach referencyjnych CEU (mieszkancy stanu Utah w
USA i Europy Zachodniej pochodzenia europejskiego) z projektow HapMap
[www.hapmap.org] i 1000 Genoméw [www.1000genomes.org] nie wykazato
istotnych réznic. Jednak rzadsze allele rs1051730-A i rs55853698-C
wystepowaty czesciej (p = 0,02 i p = 0,000) w badanej prébie kaszubskiej.
Czestosci poszczegolnych alleli i genotypow badanych polimorfizmow w
badanej populacji i referencyjnych prébkach populacji CEU przedstawiono w
Tabeli 11.
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5.2. Ocena zwigzku pomiedzy uzaleznieniem od nikotyny a plcig i

wiekiem

Stwierdzono, ze palenie ponad 10 papieroséw dziennie byto istotnie zwigzane z
picig meska i ze starszym wiekiem badanych (odpowiednio, OR = 1,87; 95% CI:
1,15-3,02; p = 0,011 i OR = 1,78; 95% CI: 1,16-2,75; p = 0,009) (Tabela 12).
Wsrod mezczyzn obserwowano natomiast znamiennie nizszy niz u kobiet
odsetek palaczy, ktérzy zapalali pierwszego papierosa w ciggu pierwszych 5
minut po obudzeniu (24% vs 32%), a obliczony w regresji logistycznej iloraz
szans dla tak szybkiego siegania po dawke nikotyny wynosit dla nich OR =
0,66; 95% CI: 0,48-0,92; p = 0,014 (dla kobiet: OR = 1.51; 95% CI: 1,08-2,09).

5.3. Ocena zwigzku pomiedzy uzaleznieniem od nikotyny a wybranymi

polimorfizmami z uwzglednieniem ptci i wieku jako wspoétzmiennych

Stwierdzono, ze nosiciele allelu A (genotypy AA i AG) w miejscu
rs1051730 genu CHRNAS3 mieli istotnie wyzsze ryzyko wypalania ponad 10
papierosow dziennie (ORskorygowany dia pici i wieku = 1,77; 95%ClI: 1,20-2,59; p =
0,004) w poréwnaniu z nienosicielami (osoby o genotypie GG).

W przypadku pozostatych badanych polimorfizméw nie stwierdzono wptywu na
CPD.

Wykazano takze, ze nosiciele allelu A w miejscu rs1051730 mieli wieksze
ryzyko niz osoby o genotypie GG wypalania pierwszego porannego papierosa
w ciggu 5 minut po obudzeniu (ORskor. = 1,42; 95%CI: 0,99-2,06), a takze, ze w
ocenie stopnia uzaleznienia przy pomocy testu Fagerstroma wynik bedzie
wynosit 4 punkty lub wiecej (ORgkor. = 1,40; 95%CI: 1,00-1,95), jednak
zaleznosci te byty statystycznie stabe lub nieistotne po zastosowaniu poprawki
Bonferroniego (odpowiednio, p=0,059 i p=0,049) (Tabela 13).

Podobnie w przypadku pozostatych badan polimorfizméw nie stwierdzono
wptywu na TTF, FTND, a takze HSI.



Zaleznos¢ pomiedzy liczbg papierosow wypalanych dziennie a wybranymi
polimorfizmami oceniono takze w analizie post hoc przy uzyciu innych progow
odciecia dla CPD, tj. >5 papierosow/dz, >15 papieroséw/dz oraz >20
papierosow/dz. W kazdym przypadku, przy przyjeciu poziomu istotnosci p =
0,05, stwierdzano istotng zaleznos¢ pomiedzy wypalaniem wiekszej liczby
papieroséw a polimorfizmem rs1051730 (Tabela 14), jednak po zastosowaniu
procedury Bonferroniego dla wielokrotnych poréwnan, przy p = 0,017, istotng
zaleznosc¢ stwierdzono jedynie dla progu >15 papieroséw dziennie
(odpowiednio, p = 0,05, p = 0,012 i p = 0,04). U nosicieli allelu A w miejscu
polimorficznym rs105173 iloraz szans dla palenia ponad 15 papieroséw
dziennie wynosit 1,54 (95%ClI: 1,10-2,15).

5.4. Ocena zwigzku pomiedzy wiekiem rozpoczynania palenia a pitcig

oraz wybranymi polimorfizmami

Wykazano, ze w badanej populacji kobiety znamiennie rzadziej niz mezczyzni
rozpoczynaty palenie przed ukonczeniem 16 r. zycia (13% vs 27%). OR dla
rozpoczynania palenia w wieku <16 lat wynosit dla nich 0,41 (0,27-0,61), p=
0,0000.

Nie stwierdzono natomiast istotnego wptywu badanych polimorfizméw na

wiek rozpoczynania palenia. Wyniki przedstawiono w Tabeli 15.
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Tabela 11. Liczebnosci i czestosci alleli i genotypéw dla miejsc rs1051730,
rs6495308 i rs55853698 w badanej populacji i prébkach referencyjnych CEU z
projektow HapMap i 1000 Genoméw [102]

Table 11. Numbers and frequencies of alleles and genotypes in rs1051730-,
rs6495308-, and rs55853698-tagging loci in the studied sample and in the

reference CEU samples derived from HapMap and 1000 Genomes reference

populations [102]
Polimorfizm/  |Allel/genotyp [ Kaszubi/ Populacja referencyjna wartosc
Polymorphism |Allele/genotype \Kashubians (HapMap™ lub 1000 p
Genomes **CEU1)/ p value
Reference population
(HapMap* or 1000
Genomes **CEU")
Liczba Czestos¢ |Liczba Czestosc
alleli/osob (%) alleli/osob (%)
Total No. ofiFrequency|Total No. ofiFrequency
alleles/subjects |(%) alleles/subjects |(%)
rs1051730 A 481 30,5 87 38,5* 0,02
(CHRNA3)
G 1095 69,5 139 61,5*
AA 84 10,6 18 15,9* 0,10
AG 313 39,7 51 45,1* 0,27
GG 391 49,6 44 38,9* 0,034
rs6495308 A 1217 77,2 177 79,0* 0,55
(CHRNA3)
G 359 22,8 47 21,0*
AA 475 60,3 70 62,5* 0,65
AG 267 33,9 37 33,0* 0,86
GG 46 5,8 5 4,5% 0,56




rs55853698 A 1250 79,3 119 60,1 10,00
(CHRNAS)
c 326 20,7 79 39,9*
AA 554 70,3 37 37,4 0,00
AC 142 18,0 45 455 0,00
cC 92 11,7 17 17,2% 0,16

'CEU - mieszkancy Utah pochodzacy z Pétnocnej i Zachodniej Europy
"CEU - Utah residents with Northern and Western European ancestry

Miczby i czestosci alleli i genotypéw pochodzg z danych HapMap Data Release 27 Phase Il +
[ll, February 2009
*allele and genotype counts and frequencies derived from HapMap Data Release 27 Phase Il +
Ill, February 2009
*Hiczby i czestosci alleli i genotypdw pochodzg z danych1000 Genomes Project Data Release

Phase 3, May 2013

**allele and genotype counts and frequencies derived from 1000 Genomes Project Data

Release Phase 3, May 2013

Wartosci przedstawione pogrubiatg czcionkg wskazujg statystyczng znamienno$¢.
Values in boldface denote a significant association
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Tabela 12. Zwigzek pomiedzy FTND, CPD, HSI i TTF jako fenotypami
uzaleznienia od nikotyny a ptcig i wiekiem
Table 12. Age and sex associations with FTND, CPD, HSI and TFF as nicotine

dependence measures

Zmienne FTND OR CPD OR HSI OR TTF OR
Variables |Liczba |(95% Cl) Liczba (95% Cl) |Liczba (95% Cl) [Liczba  |(95% CI)
os6b os6b os6b os6b
No. of No. of No. of No. of
subjects subjects subjects subjects
<4 24 |Wartos¢ <10 >10 |Wartos¢|<3 23 |Wartos¢|<5 |>5 |Wartos¢
p p p min min p
p-value p-value p-value p-value
Kobiety  [115 167 |1 256 26 |1 129 |153 |1 92 1190 n1
Females
Mezczyzni 203 (303 (1,05 430 76 1,87 238 268 0,97 121 385 |0,66
Males (0,78- (1,15- (0,72- (0,48-
1,43) 3,02) 1,30) 0,92)
0,72 0,011 0,82 0,014
Wiek <45/169 223 |1 352 40 A 188 |204 |1 96 296 1
lat
Age <45
years
Wiek 245 149 247 1,27 334 62 1,78 179 1217 1,12 117 279 1,23
Age 245 (0,95- (1,16- (0,84- (0,89-
years 1,70) 2,75) 1,48) 1,70)
0,10 0,009 0,45 0,20

Wartosci przedstawione pogrubiatg czcionkg wskazujg statystyczng znamiennos$é po korekcji

Bonferroniego dla wielokrotnych poréwnan (poziom istotnosci: p = 0,0125).

Values in boldface denote a significant association when applying Bonferroni correction for
multiple testing (significance level: p = 0.0125)




Tabela 13. Zwigzek pomiedzy uzaleznieniem od nikotyny definiowanym
przez FTND, CPD, HSI i TTF a wybranymi polimorfizmami w analizie
regresiji logistycznej [102]

Table 13 Logistic regression results for the association between ND
defined by FTND, CPD, HSI or TTF and selected polymorphisms [102]

SNP/Genotyp [FTND OR CPD OR HSI OR TTF OR
SNP/Genotype|Liczba (95% Cl)|Liczba (95% Cl)|Liczba (95% Cl)|Liczba (95% CI)
oso6b oso6b os6b oso6b
No. of No. of No. of No. of
subjects subjects subjects subjects
<4 |24 |wartos$¢ |<10 [>10 |wartos¢ |<3 |23 |wartos¢|<5 [>5 |wartos$é
p p Ie) min min |p
p-value p-value p-value p-value
rs1051730 (CHRNA3)
GG 171 220 1 120 (271 |1 193 (198 |1 93 (298 |1
AA + AG 147 |250 (1,40 87 310 1,77 174 223 1,18 120 277 1,42
(1.00- (1,20- (0,85- (0,99-
1,95 2,59) 1,64) 2,06)
0,049 0,004 0,31 0,059
rs6495308 (CHRNA3)
AA 188 [287 |1 114 (361 |1 218 257 |1 131 (344 |1
GG+AG 130 183 |0,98 93 [220 (0,81 149 164 10,99 82 231 10,99
(0,73- (0,58- (0,73- (0,71-
1,32) 1,13) 1,34) 1,39)
0,90 0,22 0,94 0,95
rs55853698 (CHRNAS)
AA 226 (329 1 146 409 |1 267 288 |1 145 410 1
CC+CA 92 141 (0,88 61 [172 (0,72 100 [133 |1,12 68 [165 |0,96
(0,61- (0,47- (0,79- (0,64-
1,27) 1,08) 1,60) 1,41)
0,49 0,11 0,52 0,82

Wartosci przedstawione pogrubiatg czcionkg wskazujg statystyczng znamiennosc¢ przy
przyjeciu poziomu istotnosci: p = 0,017 po korekcji Bonferroniego. Wartosci podkreslone
wskazujg statystyczng znamiennos¢ przy przyjeciu poziomu istotnosci p = 0,05, tj. bez
korekcji Bonferroniego.

Wartosci OR sg skorygowane dla ptci, wieku i pozostatych polimorfizmoéw.

The values in boldface denote a significant association when applying Bonferroni
corrected

p-value of 0.017.The underlined values denote a significant association when applying
significance level p = 0.05 non corrected for multiple testing.

ORs are adjusted for age, sex and remaining polymorphisms.




Tabela 14. Zwigzek pomiedzy liczbg papierosow wypalanych dziennie a
badanymi polimorfizmami [102]

Table 14. Association between number of cigarettes smoked daily and studied

polymorphisms [102]
SNP/Genotyp |CPD OR CPD OR CPD OR
SNP/Genotype || jczba os6b  |(95% Cl) |Liczba oséb  (95% ClI) |Liczba oséb  |(95% Cl)
No. of subjects No. of subjects No. of subjects
<5 >5 wartosé p <15 >15 wartos$é p <20 >20 wartos¢ p
p-value p-value p-value
rs1051730 (CHRNA3)
GG 23 368 1 182 209 1 349 42 1
AA + AG 12 385 2,35 155 242 1,54 337 60 1.65
(1,00-5,53) (1,10-2,15) (1.02-2.68)
0,05 0,012 0.04
rs6495308 (CHRNA3)
AA 18 457 1 194 281 1 408 67 1
GG+AG 17 296 0,77 143 170 0,87 278 35 0.84
(0,38-1,56) (0,65-1,18) (0.53-1.32)
0,47 0,38 0.45
rs55853698 (CHRNAS)
AA 25 10 1 234 321 1 482 73 1
CC+CA 530 223 0,63 103 130 0,73 204 29 0.72
(0,26-1,55) (0,50-1,04) (0.43-1.22)
0,32 0,08 0.23

Wartosci przedstawione pogrubiatg czcionkg wskazujg statystyczng znamiennos$¢ przy przyjeciu
poziomu istotnosci p 0,017 po korekcji Bonferroniego. Wartosci podkreslone wskazujg
statystyczng znamiennos¢ przy przyjeciu poziomu istotnosci p = 0,05, tj. bez korekciji
Bonferroniego.

Wartosci OR sg skorygowane dla ptci, wieku i pozostatych polimorfizmoéw.

The values in boldface denote a significant association when applying Bonferroni correction
procedure for multiple testing (significance level: p = 0.017).

The underlined values denote significant association when applying significance level p=0,05
non corrected for multiple testing.

ORs are adjusted for age, sex and remaining polymorphisms



Tabela 15. Zwigzek pomiedzy wiekiem rozpoczynania palenia a polimorfizmami
w miejscach rs1051730, rs6495308 i rs55853698

Table 15. Association between age of smoking initiation and polymorphisms at
loci rs1051730, rs6495308 i rs55853698

SNP/Genotyp Wiek rozpoczynania palenia/ OR
SNP/Genotype Age of smoking initiation (95% CI)
Liczba oséb wartosc¢ p/
No. of subjects p-value
<16 lat/years >16 lat/years

rs1051730 (CHRNA3)

GG 88 303 1

AA + AG 86 311 1,05
(0,71-1,57)
0,79

rs6495308 (CHRNA3)

AA 107 368 1

GG+AG 67 246 0,93
(0,65-1,34)
0,72

rs55853698 (CHRNAY)

AA 130 425 1
CC+CA 44 189 0,75
(0,48-1,17)

0,20




6. DYSKUSJA

W ostatnich latach uwaga badaczy zajmujgcych sie genetycznymi
uwarunkowaniami uzywania tytoniu oraz uzaleznienia od nikotyny koncentruje
sie na klastrze trzech genow zlokalizowanych w regionie 15924-25.1 genomu,
kodujacych podjednostki alfa-5, alfa-3 i beta-4 nikotynowego receptora
acetylocholiny (geny CHRNA3, CHRNAS i CHRNB4). Dzieki badaniom z
zastosowaniem skanowania catego genomu (GWAS) zidentyfikowano
polimorfizmy typu pojedynczego nukleotydu (SNPs) tych gendéw, wptywajgce na
zachowania zwigzane z paleniem tytoniu [65-67]. Pozniejsze badania, podjete
przez liczne zespoty badawcze, kolejno potwierdzaty zwigzek pomiedzy
polimorficznymi wariantami genéw podjednostek receptora nikotynowego a
stopniem uzaleznienia od nikotyny, okreslanym w tych badaniach zazwyczaj
przy pomocy punktowego wyniku testu Fagerstroma lub liczby papierosow
wypalanych dziennie (CPD) [68-82]. W nielicznych badaniach, w ktérych
oceniano zaleznos¢ pomiedzy SNPs w badanym regionie a uzaleznieniem od
nikotyny okreslonym przy pomocy HSI lub TTF, wyniki takze byly dodatnie,
potwierdzajace wptyw pewnych polimorficznych wariantow gendéw receptora
nikotynowego na to uzaleznienie [78, 80]. Mocnym dowodem wptywu klastra
gendw CHRNA3, CHRNAS i CHRNB4 na fenotypy UN, a zwtaszcza CPD, sg
wyniki kilku metaanaliz badan GWAS, wskazujace przy tym, ze wplyw ten jest
szczegolnie silny w przypadku rs16966968 i rs105173 [76, 83-85, 104, 108].

Pomimo, ze zaleznoS¢ pomiedzy wybranymi SNPs a fenotypami UN
wykazywano juz w roznych populacjach pochodzenia europejskiego, celem
podjetych badan byto replikowanie tych wynikéw w polskiej populacji. Warto
podkresli¢, ze wptyw konkretnych polimorfizmow na UN rézni sie w populacjach
z powodu roznic dotyczacych nierébwnowagi sprzezen. Dlatego tez uwaza sie,
ze  zaleznosci pomiedzy  powszechnie  wystepujgcymi  odmianami
polimorficznymi gendéw a ztozonymi fenotypami, zidentyfikowane w badaniach
GWAS, muszg byé w szerokim zakresie badane w réznych populacjach z

odmiennymi czestosciami alleli [109].
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Ztozone, poligenowe podtoze UN powoduje, ze wptyw pojedynczego genu jest
najpewniej niewielki i dla jego wykazania potrzebne sg badania obejmujace
bardzo duzg (rzedu tysiecy, a nawet setek tysiecy) liczbe uczestnikow. Z
badaniami GWAS przeprowadzonymi na tak duzych préobach mogg jednak
konkurowaé¢ badania obejmujgce znacznie mniejszg liczbe uczestnikow, ale
stanowigcych prébe wzglednie mato zréznicowang pod wzgledem etnicznym i
kulturowo- srodowiskowym, z dokfadnie okreslonymi fenotypami UN [89]. W
niniejszej rozprawie przedstawiono wyniki badania przeprowadzonego ws$rod
Kaszubow, populacji szczegdlnej z uwagi na swojg geograficzng, kulturowo-
jezykowa, a najpewniej takze genetyczng izolacje, a przy tym dogodng dla
osrodka badawczego, ze wzgledu na zamieszkiwanie przez nig wojewodztwa

pomorskiego, na terenie ktdérego Gdanski Uniwersytet Medyczny sie miesci.

Kaszubi przyciggajg szczegdlng uwage genetykdw od czasu, gdy wsréd
kaszubskich noworodkéw stwierdzono prawie dziesieciokrotnie wyzszag
czestos¢ wystepowania deficytu enzymu dehydrogenazy 3-hydroksyacylo-
koenzymu A dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych (ang. long-chain 3-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficyt; LCHADD) niz wsréd dzieci rodzacych
sie w innych regionach Polski [110]. Deficyt LCHAD, wynikajacy z punktowe;j
mutacji (1528G>C) w genie HADHA powoduje bardzo rzadka, potencjalnie
Smiertelng, chorobe metaboliczng dziedziczong autosomalnie recesywnie,

wywotujacg zaburzenia oksydacji kwasow ttuszczowych [111-114].

W odroznieniu od LCHADD, uzaleznienie od nikotyny nie dziedziczy sie w
klasyczny mendlowski sposob i pojedynczy gen wptywa na UN w mniegj
spektakularny sposob. Przeprowadzajgc przedstawione badania wsréd
Kaszubow przyjeto, ze izolowana populacja, jakg stanowia, sprzyja
poszukiwaniu wielogenowych uwarunkowan uzaleznienia od nikotyny z powodu

wzmocnienia wptywu pewnych genetycznych /oci a ostabienia wptywu innych.

W badanej grupie Kaszubow ryzyko wypalania wiekszej liczby papieroséw
(CPD>10) byto istotnie zwigzane z wiekiem powyzej 45 roku zycia oraz pftcig
meska. Kobiety natomiast, podobnie jak w doniesieniach pochodzacych z

innych krajow, znamiennie czesciej niz mezczyzni siegaty po pierwszego
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rannego papierosa w ciggu 5 minut po obudzeniu, chociaz pality mniejszg liczbe
papieroséw w ciggu catego dnia [115-117]. Rowniez ryzyko rozpoczynania
palenia papierosow przed 16 rokiem zycia byto u kobiet istotnie nizsze niz u
mezczyzn, co potwierdza obserwacje innych autoréw, zZe inicjacja tytoniowa

zaczyna sie u kobiet pdzniej niz u mezczyzn [117-119].

Podobnie jak we wczesniejszych doniesieniach innych autoréw, w badanej
grupie palaczy papierosow wykazano silng zaleznos¢ pomiedzy rs1051730
(CHRNA3) a CPD. Stwierdzono takze zwigzek rs1051730 z FTND, byt on
jednak staby, co mogto wynika¢ z niedostatecznej wielkosci badanej préby.
Dodatkowa, potencjalng przeszkodg w wykazaniu mocnej korelacji tego
polimorfizmu z FTND mogta byC nizsza czestos¢ wystepowania rzadszego
allelu (MAF) rs1051730 w badanej populacji Kaszubow (30,5%) w poréwnaniu
do innych préb populacji rasy kaukaskiej. Na przyktad MAF w referencyjne;j
populacji CEU (HapMap Data Rel 27 Phase II+lll, Feb. 2009) okreslono na
38,5%, a w europejsko-amerykanskiej probie w badaniu Saccone i wsp. -
35.0% [69].

Wykazanie istotnego wplywu pojedynczego SNP na FTND wymaga
najpewniej wiekszej liczebnosci badanej grupy niz wykazanie wptywu tego
polimorfizmu na liczbe wypalanych dziennie papieroséw. FTND, jako
standardowy i powszechnie stosowany srodek pomiaru UN, zaréwno w
praktyce klinicznej jak tez w badaniach naukowych, obejmuje bowiem ocene
obydwu aspektdw uzaleznienia od tytoniu: fizjologicznego i poznawczo-
behawioralnego (psychologicznego), przy czym ten drugi sktadnik UN
odpowiada za blisko 20% catkowitej wariancji w uzyskanej punktacji FTND
[100, 120, 121]. Uwaza sie jednak, ze test Fagerstroma ma stabe wiasciwosci
psychometryczne i nie odzwierciedla wszystkich aspektow UN, w tym gtodu
narkotykowego (craving), subiektywnej samooceny kompulsji w uzywaniu
tytoniu, objawow abstynencyjnych czy automatyzméw behawioralnych,
uwazanych za wazne elementy sktadajgce sie na uzaleznienie [122-124].
Niedawno wykazano, ze FTND jest instrumentem odnoszacym sie gtéwnie do
zachowan charakteryzujgcych sposob radzenia sobie palaczy z obnizeniem

stezenia nikotyny we krwi, wywotujgcym kliniczne objawy odstawienne [125].
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Wykazany w badanej probie staby zwigzek pomiedzy FTND a polimorfizmem w
miejscu rs1051730, moze zatem czesciowo wynika¢ z faktu, ze na catkowity
wynik FTND, oprécz uzaleznienia fizjologicznego (CPD), w znaczacy sposéb
wptywajg takze inne, psychologiczne aspekty UN. Co wiecej, sugeruje sie, ze
pojedynczy SNP moze mie¢ wptyw jedynie na pewng Scisle okreslong ceche
skfadajgcq sie na psychologiczne lub fizjologiczne UN i dlatego wykazanie
zwigzku pomiedzy FTND a danym wariantem polimorficznym jest szczegdlnie
trudne [89]. Jest to jedna z przyczyn, dla ktorych fenotypem UN, czesto
ocenianym pod katem zwigzku z polimorfizmami genow CHRNA3 i CHRNAS,
byta, obok FTND, liczba papieroséw wypalanych dziennie [84, 85, 126].

W badanej populacji Kaszubdéw, podobnie jak w badaniach Sorice i wsp. [79],
jako punkt odciecia przyjeto wartos¢ CPD réwne 10, dzielagc badang prébe na 2
kategorie palaczy: palacych ,mato” (low-dose smoking; CPD < 10) i palacych
,duzo” (high-dose smoking; CPD > 10). Warto zaznaczy¢, ze wielu autoréw
przyjmowato takze inne punkty odciecia, np. oddzielajac przy pomocy liczby 20
CPD umiarkowanych palaczy (light smokers; CPD < 20) od oséb intensywnie i
duzo palacych (heavy smokers; CPD > 20) [78]. W przeprowadzonej w
przedstawionym badaniu analizie post-hoc, zaleznos¢ pomiedzy rs1051730 a
CPD, réwniez po zastosowaniu tego punktu odciecia zostata wykazana, jednak
po korekcji analizy przy uzyciu poprawki Bonferroniego nie uzyskano istotnosci
statystycznej, jak przy progu 10 CPD. Podobny wynik otrzymano poréwnujgc
palaczy palgcych < 5 CPD i palaczy palacych wiekszg liczbe papieroséw. Z
kolei, przy uzyciu punktu odciecia 15 CPD ponownie wykazano istotny zwigzek
statystyczny pomiedzy rs1051730 a liczbg wypalanych papieroséw dziennie.

FTND i CPD byty w pisSmiennictwie najczesciej badanymi fenotypami w ocenie
zaleznosci pomiedzy odmianami wariantowymi genéw w klastrze CHRNAS-A3-
B4 a uzaleznieniem od nikotyny. Warto zaznaczy¢ jednak, ze wedtug niektorych
autorow kwalifikowanie palaczy jako uzaleznionych lub nieuzaleznionych od
nikotyny jedynie na podstawie oceny CPD jest obarczone duzym btedem [127].
W kilku doniesieniach jako fenotypy uzaleznienia od nikotyny zastosowano TTF
lub HSI, bedacy kombinowang oceng CPD i TTF tacznie [78, 80, 128]. Sam

TTF, jako pojedyncza cecha, uznawany jest za wazny i wiarygodny wskaznik
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UN [129], cechujgcy sie dodatkowo wysokg odziedziczalno$cig [130].
Zaleznos¢ pomiedzy TTF a klastrem gendéw CHRNAS-A3-B4 nie byta jednak,
jak dotad, szerzej badana [78, 80, 128].

Kolejnymi zatem, obok FTND i CPD, fenotypami uzaleznienia od nikotyny, ktére
postanowiono oceni¢ pod katem ich ewentualnej zaleznosci od wybranych
SNPs, byly w przedstawionej pracy HSI i TTF. W dotychczasowych
publikacjach jako punkt odciecia najczesciej stosowano HSI = 4 [131]. W
przedstawionej pracy, ze wzgledu na srednig wartos§¢ HSI w badanej prébie
Kaszubow réwng 2,8 £ 1,3, jako punkt odciecia przyjeto HSI = 3. Przy pomocy
tego punktu odciecia podzielono badang grupe na 2 kategorie: uczestnikdéw ze
stabym/umiarkowanym stopniem UN (HSI < 3) i uczestnikéw z silnym UN (HSI
= 3). W analizowanej prébie nie znaleziono zwigzku rs1051730 z HSI czy TTF,
chociaz w dostepnych publikacjach byt on sporadycznie opisywany.
Przyktadowo, Marques-Vidal i wsp. stwierdzili istotng zaleznos¢ pomiedzy
rs1051730 a HSI 25 (wartosci OR i 95% CI dla kazdego dodatkowego allelu
wynosity odpowiednio 1.31 oraz 1.00-1.71), a takze pomiedzy tym SNP a TTF <
5 min (OR =1.32; 95% CI: 1.05-1.65) [80].

Kolejnym badanym w populacji kaszubskiej polimorfizmem byt rs6495308.
Stwierdzone czestosci wystepowania czestszego allelu (major) A i rzadszego
(minor) G w miejscu rs6495308 byty podobne do czestosci obserwowanych w
innych  populacjach  pochodzenia  europejskiego, a takze  ws$rod
Afroamerykanéw. Dla przyktadu, w przedstawionym badaniu MAF (minor allel
frequency) wynosit 0,23, a w referencyjnej populacji CEU Ilub innych
analizowanych prébach europejsko-amerykanskich i afrykansko-amerykanskich
MAF zawierat sie przedziale od 0,21 do 0,30 [69, 88]. Z kolei, w koreanskiej
populacji allelem rzadziej wystepujgcym byt allel A, a czesto$¢ jego
wystepowania wynosita 0,26 [77].

Poczgtkowo wykazano, ze allel A w miejscu rs6495308 zwigzany jest z
wiekszym ryzykiem UN, poniewaz nosiciele tego allelu czesciej palili 2 25 CPD
w poréwnaniu z nosicielami rzadszego allelu G [70]. W badaniach Saccone i

wsp. stwierdzono tez, ze obecnos¢ allelu A zwieksza OR dla UN definiowanego

47



jako FTND = 4, jednak po korekcji wartosci p poprzez zastosowanie poprawki
Bonferroniego nie uzyskano statystycznej istotnosci. Wyniki badan sugerowaty
tez, ze rzadziej wystepujacy allel G moze mie¢ z kolei znaczenie ochronne
przed UN zarbwno w populacji amerykanskiej pochodzenia europejskiego, jak
tez wsréd Afroamerykanow [65, 68]. Dodatkowo, badanie Li i wsp. potwierdzito
zwigzek pomiedzy rs6495308 a paleniem tytoniu, zarébwno na poziomie
genotypu (wykazanie ryzykownego allelu pojedynczego SNP), jak tez na
poziomie haplotypow (wykazanie ryzykownego zestawu alleli kilku
sgsiadujgcych ze sobg SNPs na jednej chromatydzie, dziedziczonych razem),
co sugeruje, ze ten polimorfizm moze wptywaé na UN réwniez poprzez inne,
ztozone mechanizmy [77]. W przedstawionym badaniu nie znaleziono
zaleznosci pomiedzy rs6495308 a CPD Ilub FTND w populacji Kaszubdw.
Podobnie, w innym polskim badaniu, przeprowadzonym w niereprezentatywnej

grupie ogolnej populacji naszego kraju, takiego zwigzku nie potwierdzono [132].

Pozostate dwa fenotypy uzaleznienia od nikotyny, tj. HSIl i TTF, analizowane w
badanej grupie Kaszubow, nie wykazaty rowniez istothego zwigzku z
polimorfizmem rs6495308. Podobny wynik uzyskali autorzy, ktérzy wykorzystali
materiat pochodzacy z szeroko zakrojonych badan COMMIT (Community
Intervention Trial for Smoking Cessation) przeprowadzonych wsréd
amerykanskich palaczy papieroséw pochodzenia europejskiego [78, 133]. W
badanej grupie 1301 oséb stwierdzono jednak, ze posiadacze kombinacji
genotypow AA dla rs1051730 i TT dla rs6495308 mieli blisko dwukrotnie
wieksze ryzyko dla zapalania pierwszego rannego papierosa w szybkim, do 10
minut po obudzeniu, czasie [78]. Badanie bedgce przedmiotem przedstawione;j
rozprawy nie pozwala na odniesienie sie do tego wyniku, gdyz nie wykonywano
analizy haplotypéw. Podobnie jak w przypadku omoéwionego wczes$niej
polimorfizmu rs1051730, wielko$¢ badanej proby populacji kaszubskiej, a w
zwigzku z tym takZze moc statystyczna badania, mogty by¢ niewystarczajgce do

ujawnienia istotnej zaleznosci pomiedzy rs6495308 a fenotypami ND.

Trzeci polimorfizm, rs55853898, zostat wybrany do analizy w przedstawionym
badaniu na podstawie wczesniejszych doniesien, sugerujgcych jego wptyw na

CPD [83]. W badanej probie nie uzyskano jednak istotnej zaleznosci pomiedzy
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tym SNP a fenotypami ND, w tym rowniez CPD. Warto zaznaczy¢ przy tym, ze
w populacji kaszubskiej rozktady alleli i genotypéw dla polimorfizmu w locus
rs55853698 nie spetniaty warunkéw réwnowagi Hardy’ego-Weinberga (p=
0,000).

Podsumowujac, badanie bedace przedmiotem niniejszej rozprawy wykazato
istotny zwigzek pomiedzy polimorfizmem rs1051730 a liczbg wypalanych
papierosow w ciggu dnia (CPD) w populacji Kaszubow. Nie potwierdzono
natomiast innych zaleznosci pomiedzy badanymi SNP a fenotypami UN,
opisywanych w innych doniesieniach [65, 68, 70, 73, 75, 77, 78, 80, 88], czego
powodem mogty by¢ metodologiczne ograniczenia badania. Najwazniejsze z
nich to wielkos¢ badanej proby Kaszubow i moc analizy statystycznej, ktore,
pomimo szczegodlnego charakteru tej homogennej etnicznie populacji, byty
prawdopodobnie niewystarczajgce dla potwierdzenia niektérych z wczes$niej
publikowanych wynikéw, uzyskanych gtownie na drodze badan GWAS [134]. Te
bardzo kosztowne badania przeprowadzane sg zwykle w ramach
miedzynarodowych konsorcjow na materiale pochodzacym z wielu biobankow,
a zatem na probach liczacych dziesigtki, a nawet setki tysiecy uczestnikdw.
Utatwia to wykrycie stabego zazwyczaj wptywu pojedynczego genu na tak
ztozone zachowania jak palenie tytoniu i uzaleznienie od nikotyny. Uwaza sie,
ze dla wyjasnienia ryzyka rozwoju tych zachowan przedmiotem badan powinny
by¢ dodatkowo interakcje pomiedzy genami, a takze pomiedzy genami a
Srodowiskiem. Badania GWAS znacznie utatwiajg wykrycie tego rodzaju

interakgciji.

Kolejng przeszkodg w wykazaniu znamiennosci statystycznej badanych
zaleznosci pomiedzy wybranymi SNPs a fenotypami UN w jednorodnej
etnicznie grupie Kaszubdw byto zastosowanie w analizie statystycznej, zgodnie
z regutami poprawnosci metodologicznej, procedury Bonferroniego dla
wielokrotnych poréwnan. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze jest ona uwazana przez
niektorych autorow za metode zbyt konserwatywng i rygorystyczng [135], co w
przypadku mniejszej liczebnosci préby moze ograniczy¢ wykazanie istotnych
zaleznosci pomiedzy polimorficznymi wariantami gendéw klastra CHRNAS-A3-

B4 a uzaleznieniem od nikotyny.
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Warto podkresli¢, ze pomimo ekspansji badan GWAS, badania asocjacji
allelicznej dotyczace pojedynczych polimorfizméw typu SNP gendw
kandydujacych i replikowanie ich w réznych populacjach wcigz odgrywajg
wazng role w poszukiwaniu genetycznych uwarunkowan uzaleznienia od
nikotyny. Przedstawiona praca jest wigczeniem sie w ten nurt badan, posiada
jednak pewne ograniczenia, ktore nalezy uwzgledni¢ przy ocenie jej naukowe;j
wartosci. Jedno z nich wynika z faktu, ze badana grupa najpewniej nie jest
reprezentatywna dla catej populacji palacych Kaszubdw, gdyz model
przedstawionego badania zakfadat dogodny dobdr préby.  Kolejnym
ograniczeniem, typowym dla badan z pozyskiwaniem informacji o uczestniku od
niego samego na drodze sondazu typu self-report (samoraportowania), jest
mozliwos¢ btednego klasyfikowania uczestnikow pod wzgledem fenotypowym
(informacja podana przez respondenta nie jest w zaden sposéb weryfikowana).
Na przyktad, podawane w ankietach przez uczestnikow informacje na temat
liczby wypalanych w ciggu dnia papierosow nie byty weryfikowane na drodze
obiektywnych badan biochemicznych (pomiar stezenia metabolitow nikotyny) i
liczby te mogty by¢ zanizane [136]. Rowniez dane pozwalajgce na wykluczenie
krewnych pierwszego stopnia uzyskano na drodze samoraportowania, i rowniez
nie weryfikowano ich na poziomie genetycznym. Ponadto genetyczng
homogennos¢ badanej proby przyjeto arbitralnie, gdyz nie zostata ona jak dotad
zrewidowana badaniami oceniajgcymi genetyczng strukture populacji
Kaszubow. Niemniej jednak warto zwrocic uwage, ze w badaniach Rebaty i
wsp., cho¢ ukierunkowanych bardziej na sledzenie migracji polskiej populacji,
na podstawie zroznicowania STR i SNP haplogrup DNA chromosomu Y
potwierdzono genetyczng odmiennos$¢ Kaszubdéw od innych regionalnych grup

polskiej populacji [137].

Nalezy takze zaakcentowacC kilka silnych stron przedstawionego badania.
Przede wszystkim badano prébe pochodzacag z izolowanej geograficznie,
kulturowo, jezykowo, i najpewniej takze genetycznie populacji Kaszuboéw. Ta
homogennos¢ pozwalata unikng¢ istotnego w genetycznych badaniach
asocjacyjnych problemu etnicznej stratyfikacji badanej préby. Po drugie,

wylaczenie z badan osob spokrewnionych pozwolito unikng¢ udziatu w nich
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osobnikbw poddanych tym samym wptywom $rodowiska wspdlnego

(rodzinnego) na fenotypy UN.

Wyniki przedstawionego badania potwierdzity wptyw klastra genéw CHRNAS-
CHRNA3-CHRNB4 na fenotypy UN, dostarczajgc tym samym kolejnych
argumentow dla zwrotu badan nad nowymi terapiami UN w kierunku receptoréw

nikotynowych.

Réznorodnos¢ typow neuronalnych receptorow nikotynowych dla acetylocholiny
NAChRs, wraz z polimorficznym zrdéznicowaniem gendw kodujgcych
podjednostki tych receptoréw, stwarza szerokie pole dla implementacji tzw.
spersonalizowanego leczenia UN, tj. celowanego leczenia pomagajgcego rzucic
palenie palaczom o konkretnym genotypie [138]. Sposrdd gendéw rdznych
podjednostek receptora nAChR, gen CHRNAS kodujacy podjednostke alfa-5,
badany rowniez w przedstawionej pracy, zostat zidentyfikowany w badaniach
GWAS jako gen kandydujacy, ktory najistotniej wptywa na ryzyko uzaleznienia
od nikotyny [139-143]. Nalezy zaznaczy¢ jednak, ze chociaz podjednostka alfa-
5 wptywa na stopien powinowactwa i site wigzania agonistéw i antagonistéw
nikotyny, sama nie bierze udziatu w wigzaniu agonistow i w zwigzku z tym nie
jest najlepszym celem dla leku majgcego utatwiajac rzucenie palenia. Co
ciekawe, badania GWAS nie wykazaty silnego zwigzku gendéw podjednostek
o4, B2 i a7 z uzaleznieniem od nikotyny, natomiast badania asocjacyjne
ukierunkowane na pojedyncze geny kodujgce te podjednostki NnAChR sugeruja,
ze ich warianty polimorficzne istotnie wptywajg na powstawanie fenotypu
palacza uzaleznionego od nikotyny. Warto doda¢, ze te wtasnie podjednostki

tworzg typy receptoréw nAChRs, bedace celem dla warenikliny.

Wareniklina, czesciowy agonista receptora nikotynowego o budowie 0432, jest
aktualnie najbardziej skutecznym lekiem w leczeniu UN [144, 145]. Dziatanie
warenikliny polega na redukcji gtodu narkotykowego i objawéw zespotu
odstawiennego [146-148]. Utfatwienie porzucenia palenia przez wareniklinge
moze takze do pewnego stopnia zachodzi¢ poprzez stymulacje innego typu
nAChRs, homomerycznych receptoréw ztozonych z podjednostek a7 [149,

150]. W niedawno przeprowadzonych badaniach neurobiochemicznych
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stwierdzono, ze wareniklina jest catkowitym agonistg receptoréw zawierajgcych
te podjednostke, jednak jej dziatanie jest stabsze, niz gdy dziata jako czesciowy

agonista w przypadku receptoréw zawierajacych podjednostke 2 [150].

Dla okreslenia, ktére typy receptoréw nikotynowych mozna zablokowaé lub
pobudzi¢ odpowiednim lekiem dla uzyskania pozgdanego efektu fenotypowego,
konieczne sg dalsze badania. W spersonalizowanym leczeniu uzaleznienia od
nikotyny niezwykle przydatna bedzie wiedza na temat genotypu konkretnego
palacza odnosnie wariantow polimorficznych genow kodujgcych podjednostki
tych  receptorow, jak tez rozpoznanie indywidualnych  czynnikow
psychologicznych i sSrodowiskowych sprzyjajacych paleniu czy motywujgcych do
porzucenia natogu. Wiedza ta z pewnoscig pomoze w wyborze odpowiedniej,
zindywidualizowanej strategii leczenia. Warto przytoczy¢ przykiad dobrze
ilustrujgcy te strategie, cho¢ dotyczacy innych genéw niz badane w
przedstawionej pracy. Poza klastrem genéw CHRNA3-CHRNAS5-CHRNB4
badania GWAS, badania asocjacyjne dotyczace pojedynczych genow
kandydujacych, a takze metaanaliza tych badan potwierdzity bowiem zwigzek z
uzaleznieniem od nikotyny innego klastra gendéw CHRNB3-CHRNA6
potozonego w chromosomie 8 [138, 151]. Badania Hofta i wsp. pozwolity
zidentyfikowa¢ cztery SNPs w obrebie tego klastra, zwigzane z
niepowodzeniem w rzucaniu palenia (wiekszg liczbg nieudanych prob
zaprzestania palenia) [152]. Fletcher i wsp. dowiedli z kolei, ze wysoka cena
papierosOw wywiera wiekszy wptyw na utrzymanie abstynencji u palaczy
posiadajgcych ,ochronny” genotyp GG w zakresie jednego =z tych
polimorfizméw (rs2304297 w CHRNAG6) niz u oséb o innym genotypie [153].
Staby wptyw wysokiej ceny papieroséw u oséb o genotypie CC na utrzymanie
abstynencji sugeruje koniecznos¢ zastosowania alternatywnych sposobow

motywowania do skutecznego porzucenia natogu.

Opracowanie spersonalizowanego leczenia wymaga zatem potaczenia badan
genetycznych pozwalajgcych zidentyfikowaé geny zwigzane z uzaleznieniem od
tytoniu, laboratoryjnych badan na zwierzetach, pozwalajgcych okreslic funkcje
kodowanych przez nie biatek oraz funkcjonalne znaczenie SNPs wystepujgcych

w tych genach, opracowanie wiarygodnych narzedzi oceny czynnikow
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motywujgcych palenie papierosow, a takze kontrolowanych badan klinicznych z
lekami celowanymi. Przedstawione badanie allelicznej asocjacji dotyczace
genow kodujgcych podjednostki alfa-5 i alfa 3 receptora nikotynowego,
potwierdzajgce ich wptyw na fenotypy UN, stanowi pewien wkiad do
opracowania w przysziosci bardziej skutecznego, zindywidualizowanego

leczenia uzaleznienia od nikotyny.
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7. WNIOSKI

1.

Wyniki badania przedstawionego w rozprawie potwierdzajg istotny wptyw
polimorfizmu rs1051730 w genie CHRNAS na fenotyp uzaleznienia od

tytoniu, zdefiniowany jako liczba papierosow wypalanych dziennie.

. Kontynuacja badan w poszukiwaniu genow i ich wariantow

polimorficznych zaangazowanych w rozwdj uzaleznienia od nikotyny, a
takze replikowanie tych badan w réznych etnicznie populacjach, moze
przyczyni¢ sie do wdrozenie spersonalizowanych, uwzgledniajgcych
indywidualny genotyp sposobow leczenia, a tym samym do zwiekszenia
skutecznosci leczenia UN.
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9. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Tytut: Ocena wplywu wybranych polimorfizméw genéw podjednostek alfa-5 i
alfa-3 cholinergicznego receptora nikotynowego na stopien uzaleznienia od
nikotyny w jednorodnej etnicznie grupie Kaszubdéw

Wprowadzenie

Palenie tytoniu jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych natogéw na
Swiecie, a przy tym, ze wzgledu na wyjagtkowg szkodliwos¢ dla zdrowia,
gtdbwnym zabdjcg ludzkosci. Obecne szacunki wskazuja, ze ponad miliard
mieszkancow Ziemi pali papierosy, a rocznie z powodu choréb odtytoniowych
umiera 5,4 min osob. Gtdbwng przeszkodg w ograniczeniu uzywania tytoniu,
zarowno w skali jednostki jak tez spoteczenstw, jest uzaleznienie od zawartej w
jego lisciach nikotyny, substancji psychoaktywnej o potencjale uzalezniajgcym
poréwnywalnym do heroiny czy kokainy.

Nikotyna jest agonistg nikotynowych receptorow acetylocholiny (nAChR) na
neuronach zlokalizowanych m. in. w centralnym i wegetatywnym ukfadzie
nerwowym. Liczne podtypy nAChRs sg kombinacjami pieciu sposréd jedenastu
biatkowych podjednostek a2-a9 i 2-B4, genetycznie kodowanych. Receptor
nikotynowy ma zatem budowe pentametru, a w mdzgu ssakéw najliczniej
wystepuje podtyp ztozony z podjednostek a-4 i 2. Jest on najprawdopodobniej
gtbwnym ogniwem w procesie neurofizjologicznego uzaleznienia od nikotyny
(UN). Przytagczenie nikotyny do receptoréw nikotynowych powoduje stymulacje
roznych szlakbw neurotransmisyjnych w mozgu, m. in. dopaminowego.
Uwolnienie dopaminy pobudza tzw. uktad nagrody i jest odbierane jako
przyjemne doswiadczenie, co ma decydujgce znaczenie dla wzmacniajgcego
efektu nikotyny w uzaleznieniu.

Klasyczne badania genetyczne, tj. badania blizniat, oraz nowoczesne metody,
wykorzystujgce skanowanie catego genomu z réwnoczesnym genotypowaniem
dziesigtek-setek tysiecy polimorfizmoéw typu pojedynczego nukleotydu (SNPs),
czyli tzw. badania GWAS, a takze badania gendw kandydujacych z
genotypowaniem mniejszej liczby SNPs wskazujag, ze uzywanie tytoniu oraz UN
sg w znacznym stopniu genetycznie uwarunkowane. Dzieki badaniom GWAS

zidentyfikowano region genomu 15924-25.1 zawierajacy klaster genow
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kodujacych podjednostki a-3, a-5 i -4 receptora nikotynowego, wptywajacy na
te zachowania. Wptyw pojedynczych gendéw jest jednak niewielki i dla jego
wykazania konieczne sg badania przeprowadzone na bardzo duzych prébach.
Uwaza sie jednak, ze jednorodno$¢ etniczna badanej populacji utatwia wykrycie
lub potwierdzenie istotnego wptywu danego polimorfizmu nawet w mniej
licznych prébach. Z tego wzgledu przedstawione badania podjeto w
homogennej etnicznie, izolowanej populacji Kaszubow.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena wptywu polimorfizméw w miejscach rs1051730 i
rs6495308 genu CHRNA3 kodujacego podjednostke alfa-3 receptora
nikotynowego oraz w miejscu rs55853698 genu CHRNAS kodujgcego
podjednostke alfa-5 na stopien uzaleznienia od nikotyny w jednorodnej
etnicznie grupie Kaszubow.

Materiat i metody

Badaniem objeto 788 dorostych, niespokrewnionych ze sobg os6b pochodzenia
kaszubskiego, aktualnych codziennych palaczy papieroséw, w wieku od 18 do
85 lat (Srednio 43,6 + 13,8 lat), w tym 282 kobiety w wieku od 20 do 73 lat
(Srednio 46,5 + 11,5 lat) oraz 506 mezczyzn w wieku od 18 do 85 lat (Srednio
42,0 £ 14,6 lat).

Przy pomocy wywiadow kwestionariuszowych zgromadzono od wszystkich
uczestnikbw dane demograficzne (wiek, pte¢) oraz dane dotyczgce palenia
papieroséw (wiek rozpoczecia palenia, liczba wypalanych papieroséw dziennie,
dtugos¢ czasu od obudzenia do wypalania pierwszego porannego papierosa,
stopien uzaleznienia od tytoniu okreslony liczbg punktow w tescie Fagerstroma,
dtugosc¢ trwania natogu). Dodatkowo, od badanych oséb pobierano probki krwi
zylnej. Zostaty one zamrozone i przechowywane w temp. -80° C do czasu
badania genetycznego, w trakcie ktérego, po wyizolowaniu z krwi genomowego
DNA, amplifikowano za pomocag fancuchowej reakcji polimerazy regiony
zawierajgce badane polimorfizmy, a nastepnie, poprzez pirosekwencjonowanie,

przeprowadzano ich genotypowanie.
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Zwigzek polimorfizméw w miejscach rs1051730, rs6495308 i rs55853698
genéw kodujgcych podjednostki alfa-3 i alfa-5 receptora nikotynowego z
uzaleznieniem od nikotyny (wybranymi fenotypami UN) i wiekiem
rozpoczynania palenia, a takze zaleznos¢ pomiedzy picig uczestnikow a
wiekiem rozpoczynania palenia, oceniano za pomocg analizy regresji
logistyczne;j.

Fenotypy UN, wigczone do analizy statystycznej, byty zdefiniowane przy
pomocy Testu Uzaleznienia od Nikotyny Fagerstroma (FTND), Wskaznika
Intensywnosci Palenia (HSI), liczby wypalanych dziennie papieroséw (CPD) i
dtugosci czasu od obudzenia do wypalenia pierwszego porannego papierosa
(TTF).

Badane fenotypy UN oraz wiek rozpoczynania palenia zostaty wtgczone do
analizy jako cechy dychotomiczne.

Wyniki przedstawiono jako skorygowane ilorazy szans z 95-procentowymi
przedziatami ufnosci. Dla wielokrotnych testéw zastosowano poprawke
Bonferroniego — przyjeto poziom istotnosci p = 0,016.

Wyniki

Nie wykazano istotnego wptywu badanych SNPs na FTND, HSI i TTF, a takze
na wiek rozpoczynania palenia. Stwierdzono natomiast, ze nosiciele allelu A
(genotypy AA i AG) w miejscu rs1051730 genu CHRNA3 mieli istotnie wyzsze
ryzyko wypalania ponad 10 papieroséw dziennie (OR = 1,77; 95%CI: 1,20-2,59;
p = 0,004) w poréwnaniu z osobami o genotypie GG. W przypadku pozostatych
badanych polimorfizméw nie wykazano wptywu na CPD. Palenie ponad 10
papieroséw dziennie byto takze istotnie zwigzane z ptcig meska i ze starszym
wiekiem badanych (odpowiednio, OR = 1,87; 95% CI: 1,15-3,02; p = 0,011 i OR
= 1,78; 95% CI: 1,16-2,75; p = 0,009). Wsréd mezczyzn obserwowano
natomiast znamiennie nizszy niz u kobiet odsetek palaczy, ktérzy zapalali
pierwszego papierosa w ciggu pierwszych 5 minut po obudzeniu (24% vs.
32%), a obliczony w regresji logistycznej iloraz szans dla tak szybkiego siegania
po dawke nikotyny wynosit dla nich OR = 0,66; 95% CI: 0,48-0,92; p = 0,014
(dla kobiet: OR = 1.51; 95% CI: 1,08-2,09).
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Whioski

Wyniki badania potwierdzajg istotny wptyw polimorfizmu rs1051730 w genie
CHRNAS na fenotyp uzaleznienia od tytoniu, zdefiniowany jako liczba
papieroséw wypalanych dziennie. Kontynuacja badan w poszukiwaniu genow i
ich wariantow polimorficznych zaangazowanych w rozwdj uzaleznienia od
nikotyny, a takze replikowanie tych badan w réznych etnicznie populacjach,
moze przyczyni¢ sie do zwiekszenia w przysztosci skutecznosci leczenia UN
poprzez wdrozenie spersonalizowanych sposobdéw leczenia, uwzgledniajacych

indywidualny genotyp palacza.
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10. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Abstract

Title: Association between selected polymorphisms of CHRNA3 and CHRNAS
nicotine receptor subunit gene variants and nicotine dependence in an isolated
population of Kashubians in Poland

Background

Cigarette smoking is one of the most prevalent addictive habits. This, together
with health risks of smoking, makes tobacco the biggest killer of human beings.
It is estimated that above one billion people smoke cigarettes worldwide, and
5.4 million people die annually from tobacco-related diseases. The main barrier
in reducing tobacco use both at the individual and population level is addiction
to nicotine, the psychoactive substance contained in the tobacco leafs, which in
its addictive potential is comparable to heroin or cocaine.

Nicotine is an agonist for the neuronal nicotinic acetylcholine receptor (nAChR)
which are localized both in the vegetative and central nervous system (CNS).
Numerous subtypes of nAChRs are combinations of five among eleven
genetically coded protein subunits a2-a9 and $2-f4. Thus, nicotinic receptor is
a pentamer and the nAChR type which is predominant in the mammalian brain
is composed of a-4 and 2 subtypes. nAChR most likely plays a key role in the
neurophysiologic processes of nicotine dependence (ND). Binding of nicotine to
nNAChRs activates various neurotransmitter pathways in the CNS, including
dopaminergic pathway. Release of dopamine stimulates the reward system
what is perceived as a pleasant sensation, which, in turn, is crucial for
reinforcement-enhancing effect of nicotine in addiction.

Classical genetic twin studies, and more recently, genome wide association
studies (GWAS) which allow for scanning tens to hundreds of thousands of
single nucleotide polymorphisms (SNPs), as well as allelic association studies
on less number of candidate genes, have yielded strong evidence that tobacco
use and ND are to a considerably degree genetically determined. Thanks to
genome-wide association studies, the genetic region 15q24-25.1 that may
influence these bahaviors was identified. This genome region comprises a
cluster of genes encoding the CHRNAS, CHRNA3, and CHRNB4 subunits of

the nAChR. Because the influence of a single gene on complex behavior is

73



small, studies conducted with the use of very large samples are needed for
demonstrating it. It is considered however, that ethnic homogeneity of the study
sample allows for detection or confirmation of the significant influence of a given
polymorphism even in the smaller sample. Therefore, the presented study was
undertaken in ethnically homogeneous, isolated population of Kashubians.

Aim

The aim of the study was to assess the influence of polymorphisms in
rs1051730 and rs6495308 loci of the CHRNA3 gene which encodes alfa-3
subunit of the nAChR and in rs55853698 locus of the CHRNAS gene which
encodes alfa-5 nicotinic receptor subunit on the ND in ethnically homogeneous
sample of Kashubians.

Material and methods

The study was conducted in the sample consisted of 788 adult, non-related to
each other, current daily smokers of Kashubian origin aged 18-85 (mean age
43.6 = 13.8). There were 282 women aged 20-73 years (mean age 46.5 + 11.5
years) and 506 males aged 18-85 years (mean age 42.0 + 14.6 years) among
them.

With the use of questionnaire-based face-to-face interviews demographic (age,
sex) and smoking data (the age of smoking initiation, the number of cigarettes
smoked daily, the time to first cigarette after wakening, the level of ND defined
by the Fagerstrom Test for Nicotine Dependence scoring, the length of a
smoking history) were recorded for all participants. In addition, the sample of
venous blood were collected into heparinized tubes from all subjects, then
frozen and stored at -80°C. When required for genotypic analyses, genomic
DNA was extracted and used as a template for the PCR, and then studied
polymorphisms were detecting by pyrosequencing.

Correlations between rs1051730, rs6495308 and rs55853698, and ND (the
selected ND phenotypes), as well as between sex and age of smoking initiation
were estimated using logistic regression analysis.

Analyzed ND phenotypes were defined by the four measures: FTND and Heavy
Smoking Index (HSI) scoring, the number of cigarettes smoked daily (CPD) and
the time to first cigarette after waking (TTF). These ND phenotypes and age at
which subjects starting smoking were incorporated into the analysis as

dichotomous traits.

74



Results are presented as age- and sex-adjusted odds ratios (ODs) with their
95% confidence intervals (95% CI). The Bonferroni correction procedure for
multiple testing in the logistic regression analyses was used and a significance
level of 0.016 as a type 1 error was set.

Results

No associations between ND defined by FTND, HSI or TTF and studied
polymorphisms or age at starting smoking were found. In turn, it was
demonstrated that carriers of risk allele A in the rs1051730 loci of CHRNA3
(genotypes AA and AG) had significantly higher risk of smoking more than 10
CPD in comparison to individuals with GG genotype (odds ratio (OR) = 1.77;
95% confidence interval (Cl): 1.20-2.59, p = 0.004). In case of the remaining
studied SNPs no influence on CPD was found. Smoking CPD> 10 was
significantly associated with male gender and older age of subjects (OR = 1.87;
95% CI: 1.15-3.02; p = 0.011 and OR = 1.78; 95% CI: 1.16-2.75; p = 0.009,
respectively).

However, there were significantly less smokers who smoked their first cigarette
up to five minutes after wakening among males than among females (24% vs.
32) and OR for TTF< 5 min was 0.66; 95% CI: 0.48-0.92; p = 0.014 (for women
respectively: OR = 1.51; 95% CI: 1.08-2.09).

Conclusion

Our findings confirm that rs1051730 influences significantly ND phenotype, as
defined by CPD.

The continuation of searching for genes and their polymorphic variants involved
into the development of ND, as well as replication of studies in ethnically
different populations could contribute to the improvement of the effectiveness of
UN treatment by the implementation in future of personalized therapies which

take into account the individual’s genotype.
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11. ANEKS

Ankieta zastosowana w badaniu:

Nr

IMiI€, NAZWISKO. ... e wiek.....oooveiiin,
PESEL....cooiii
Wiek rozpoczecia palenia.................

Liczba wypalanych papierosow dziennie...........c.oooiii i,
Liczba punktow w skali Fargerstroma.............coooiiiiii e
Dtugos$c¢ okresu palenia papierosow (odja¢ okresy niepalenia)..............cocoeviiinienen.n.

[Liczba paczkolat....................... ]

Czy chce Pan/Pani zna¢ wynik swoich badan genetycznych z ich ewentualng
interpretacjg?
TAK NIE
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KWESTIONARIUSZ FAGERSTROMA

1. Jak szybko po obudzeniu zapala Pan/Pani papierosa?

- w ciggu 5 minut (3 pkt)
- w ciggu 6-30 minut (2 pkt)
- po 30 minutach (1 pkt)

2. Czy powstrzymywanie sie od niepalenia w miejscach, gdzie jest to zakazane
(koscidt, kino) stanowi dla Pana/Pani problem?

- tak (1 pkt)

- nie (O pkt)

3. Z ktérego papierosa najbardziej nie chciataby Pan/Pani zrezygnowac?
- pierwszego rano (1 pkt)

- kazdego innego (0 pkt)

4. lle papieroséw pali Pan/Pani dziennie?

- 10 lub mniej (0 pkt)
-11-20 (1 pkt)
-21-30 (2 pkt)
- 31i wiecej (1 pkt)

5. Czy pali Pan/Pani wiecej rano, po przebudzeniu, niz w cigagu dnia?
- tak (1 pkt)
- nie (O pkt)

6. Czy pali Pan/Pani nawet w czasie choroby lezac w t6zku przez wiekszos¢ dnia?

- tak (1 pkt)
- nie (O pkt)
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FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY NA UDZIAL W BADANIU

Wptyw polimorfizméw genéw receptora nikotynowego w autochtonicznej grupie
etniczej Kaszubow, jako populacji zamknietej, na uzaleznienie od tytoniu:

badanie kliniczno-kontrolne

Udziat Pani/Pana w badaniu jest mozliwy jedynie po podpisaniu niniejszego
formularza.
Badanie jest poufne, co oznacza, ze zachowamy petng poufnos¢ dotyczaca osobiscie
Pana/Pani oraz wynikow badan. Tajemnice lekarskga zachowamy takze w publikacjach,
dotyczacych przeprowadzonego badania. Jedynie prawomocna decyzja sgdu moze
spowodowac ujawnienie danych osobowych. Polskie prawo chroni poufno$¢ Pana/Pani
danych osobowych.
Po zapoznaniu sie z zatozeniami badania, mozliwymi dla mnie skutkami udziatu w nim
oraz klauzulg poufno$ci wynikéw badan wyrazam zgode na:

1. udzielenie odpowiedzi na pytania zawarte w ankiecie dotyczacej mojego
rodowodu i ankiecie dotyczacej palenia tytoniu wraz z kwestionariuszem
uzaleznienia od nikotyny

2. pobranie ode mnie 6 ml krwi do celéw analizy molekularnej

W zwigzku z mozliwoscig uzyskania informacji co do ewentualnej mojej podatnosci na
choroby psychiczne nie wyrazam zgody na wykorzystanie tej informacji w
przedmiotowej pracy, a informacje o podatnosci na choroby psychiczne prosze

przekaza¢ jedynie mojej osobie.
Data Podpis osoby bioracej udziat w badaniu

Data Podpis badacza

Ankieta dotyczaca rodowodu

IMIE, NAZWISKO . .. e ettt e e et

Data UrOQZENIA. . ..o oo e e
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MATKA:

OJCIEC:

a) Imie i nazwisko rodowe matKi...........coviiiiiiiiiii
b) pochodzenie (gdzie sie wurodzita/zyta przed zamazpojsciem:
miejscowosE, region PoISKi, Kraj).........cooouueiiiiiiiiiiiiiee e
c) czy znalta jezyk kaszubski ? (wpisa¢: TAK lub NIE lub ?)...............
DZIAKOWIE ze strony matki:
- MIEJSCE UrOAZENIA. ... it
- czy znali j. kaszubski? BABCIA............ DZIADEK............

a) IMi€ i NAZWISKO ... .

b) pochodzenie (gdzie sie urodzit/zyt przed zatozeniem rodziny:

miejscowosE, region PolsKi, Kraj)..........cocuueiiiiieiiiiiiiiiiie e
c) czy znalt jezyk kaszubski ? (wpisa¢: TAK lub NIE lub ?)...................
DZIAKOWIE ze strony ojca:
- MIEJSCE UrOAZENIA. . ... et
- czy znali j. kaszubski? BABCIA............ DZIADEK............

DOROSLE RODZENSTWO ZYJACE - Imiona, Nazwiska, Miejsce zamieszkania
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