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Summary

Aim. Evidence suggests that decreased dopamine secretion in mesocorticolimbic pathways
could predispose to increased susceptibility to substance addiction. It has been proposed to
define such a phenomenon as the reward deficiency syndrome (RDS). Dopaminergic pro-
jections of the reward system receive glutaminergic projections from the cortex. Research
indicates that a reduction in the stimulating glutamatergic transmission on the dopaminergic
system could represent an alternative phenotype of RDS. A potential source of this type
of abnormality is glutamate reuptake which depends on the function of excitatory amino
acid transporter (EAAT) proteins. The most important of them is EAAT2, polymorphisms
of which have been linked to several mental disorders. The aim of the presented research
was to assess the association of the 754354668 gene variants for EAAT2 with the risk of
substance use disorders.

Material and methods. We analyzed the genetic and psychometric data of 125 young
adults (n = 125) for the effect of the rs4354668 polymorphism of the SLC1A42 gene for EAAT2
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on risky or harmful drug use (RHDU). After exploratory analysis we used logistic regression
models to assess the probability of RHDU in individual groups.

Results. In the final model the T/T variant of rs4354668 was significantly associated with
a lower probability of RHDU occurrence compared to the G/G variant (OR: 0.021; 95% CI:
0.001-0.275; p=0.009). Other significant predictors of RHDU were smoking status and risky
or harmful drinking of alcohol.

Conclusions. The results obtained may indicate a possible relationship of the risk of harm-
ful drug use with variants of the rs4354668 polymorphism of the SLC1A42 gene for EAAT2.
Subjects with the T/T variant of this polymorphism appear to be less at risk of developing
drug use disorders.

Stowa klucze: uzaleznienie, EAAT?2, zespot deficytu nagrody

Key words: substance abuse, EAAT2, reward deficiency syndrome

Wstep

Uzaleznienie od substancji psychoaktywnych jest przewleklym zaburzeniem
psychicznym charakteryzujacym si¢ uporczywym pragnieniem zazywania substancji
psychoaktywnych i utrata kontroli nad ich uzywaniem. Jego etiopatogeneza obejmuje
ztozone interakcje migdzy czynnikami genetycznymi i Srodowiskowymi, ktoére powo-
duja nieprawidtowosci w funkcjonowaniu obwodow moézgowych [1, 2]. Niedobory
w zakresie kontroli impulsow 1 uczenia si¢ sg uwazane za szczegdlnie wazne dla
rozwoju uzaleznien (przyktadowo osoby uzaleznione majg zwigkszong zalezno$é
od nagrody 1 zmniejszong wrazliwo$¢ na kary) [3]. Pacjenci uzaleznieni zazywaja
narkotyki lub angazuja si¢ w zachowania zwigzane z substancjami psychoaktywnymi
w sposdb kompulsywny, nieprzystosowawczy i trwaty pomimo szkodliwych dla zdro-
wia 1 zycia konsekwencji [4]. Uzaleznienie od substancji psychoaktywnych wigze si¢
ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia zaburzen psychicznych, nowotworow, infekcji,
a takze chor6b uktadu krazenia, watroby i ptuc [5]. Dodatkowo stanowi istotny czynnik
ryzyka samobdjstwa [6] oraz czgsto faczy si¢ z powaznymi zaburzeniami afektywnymi
i zaburzeniami psychotycznymi [7, 8].

W 1996 roku Bloom i wsp. [9] zaproponowali teoretyczny model wyjasniajacy
neurofizjologiczne podstawy uzaleznienia i zdefiniowali tzw. zespot deficytu nagrody
(Reward Deficiency Syndrome — RDS) [9]. Rzekoma wrodzona dysfunkcja szlakow
mezokortykolimbicznych zwigzana ze zmniejszonym wydzielaniem dopaminy pre-
dysponowataby do zwigkszonej impulsywnosci, podatnosci na uzaleznienia i innych
zaburzen, takich jak otylos$¢ [10]. Poczatkowy efekt nasilenia uzaleznienia od wigk-
szosci substancji psychoaktywnych taczony jest z nasileniem przekaznictwa dopami-
nergicznego w jadrze potlezacym, ktore jest stymulowane przez szlaki mezokortyko-
limbiczne i bierze udziat w regulacji uktadu nagrody i czynno$ci motywacyjnych [2].
Takie wywotane substancja wzmocnienie przekaznictwa dopaminergicznego moze
kompensowac funkcjonalny niedobér dopaminy zwigzany z RDS, a tym samym sktoni¢
osoby podatne do dalszego uzywania substancji psychoaktywnych [10].

Model ten jest zgodny z wynikami badan pozytonowej tomografii emisyjnej (PET)
—u pacjentéw uzaleznionych od alkoholu zaobserwowano zmniejszenie dostepnosci
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receptorow D2 1 D3 dla dopaminy w skorupie, prazkowiu brzusznym i jadrze ogonia-
stym [11, 12]. W poréwnaniu ze zdrowymi osobami u pacjentéw uzaleznionych od
alkoholu wystepuje rowniez zmniejszona transmisja dopaminergiczna w obszarach
korowych, w tym: grzbietowo-bocznej korze przedczotowej, przysrodkowej korze
przedczotowej, oczodotowej korze czotowej, korze skroniowej i przysrodkowym
ptacie skroniowym [13]. Podobnie u pacjentow uzaleznionych od stymulantow, takich
jak amfetamina i kokaina, stwierdzono zmniejszony wyrzut dopaminy i zmniejszong
dostepnos¢ receptorow D2 i D3 [14].

Glutaminian, gtowny neuroprzekaznik stymulujacy osrodkowy uktad nerwowy,
odgrywa kluczowa rolg w réznicowaniu neuronéw, odpowiadajac m.in. za zjawi-
sko neuroplastyczno$ci zwigzane z uczeniem si¢ i pamiecig [15]. Jadro potlezace
1 prgzkowie otrzymujg projekcje glutaminergiczne odpowiednio ze szlakéw korowo-
-potlezacego 1 korowo-prazkowiowego, co umozliwia wyzszym obszarom korowym
w korze przedczotowej kontrolowanie stymulacji dopaminergicznej szlakow mezo-
kortykolimbicznych [16]. Ta kontrola jest istotna w regulacji zachowan zwiazanych
z poszukiwaniem substancji [2]. Z jednej strony moze przyczyni¢ si¢ do ograniczenia
negatywnych konsekwencji poszukiwania narkotykow, z drugiej za$ do potencjaliza-
cji ich wptywu na uktad dopaminergiczny i zachowan w odpowiedzi na okolicznosci
1 wplywy §rodowiska, ktore w wyuczony sposob kojarzone sg z uzywaniem substancji
psychoaktywnych [17, 18]. Zmniejszenie lub zablokowanie transmisji glutaminergicz-
nej do jadra potlezacego w modelu zwierzecym indukuje zwickszone poszukiwanie
substancji i nasila objawy uzaleznienia [2, 19]. Zatem wrodzone zmniejszenie stymu-
lujacego wpltywu transmisji glutaminergicznej na uktad dopaminergiczny moze stano-
wi¢ alternatywny fenotyp RDS dla fenotypu zwigzanego z pierwotnym niedoborem
transmisji dopaminergicznej [19].

Synaptyczny wyciek glutaminianu zwigzany ze zwiekszong jego akumulacjg w sy-
napsie moze prowadzi¢ do nadmiernej stymulacji niesynaptycznych receptorow gluta-
minianu, a w konsekwencji do wzrostu stresu oksydacyjnego wywierajacego dziatanie
cytotoksyczne na neurony i oligodendrocyty [20, 21]. Wynikajace z tego zaburzenia
struktury istoty bialej taczono m.in. ze zwigkszong impulsywnoscia i zaburzeniami
funkcji poznawczych w przebiegu choroby afektywnej dwubiegunowej, a cechy te
sg rowniez istotne w etiopatogenezie uzaleznien [22-24]. Jak pokazuja metaanalizy,
podobne zaburzenia integralnosci istoty biatej obserwuje si¢ takze u pacjentow uzalez-
nionych od kokainy i heroiny [25, 26]. Ponadto badania genetyczne sugerujg istnienie
poligenetycznych czynnikow ryzyka wspolnych dla uzaleznien i choroby afektywne;j
dwubiegunowej [27]. Z tych powoddw bardziej szczegdlowa ocena roli zaburzen
glutaminergicznych w etiopatogenezie uzaleznienia, ze szczegolnym uwzglednieniem
mechanizmoéw chronigcych przed ekscytotoksycznos$cig glutaminianu, wydaje si¢
obiecujgcym kierunkiem badan.

Jednym z gléwnych mechanizméw zapobiegania ekscytotoksyczno$ci glutami-
nianu jest jego wychwyt zwrotny [28]. Istnieje 5 rodzajoéw EAAT zlokalizowanych
w btonach komoérkowych: EAAT1, EAAT2, EAAT3, EAAT4 1 EAATS [29]. EAAT2,
ktoéry jest kodowany przez gen SLCIA2 zlokalizowany na chromosomie 11p13-12,
odpowiada za ponad 90% wychwytu zwrotnego glutaminianu i ulega ekspresji glownie
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w astrocytach, w okoto 10% w neuronach, a takze w innych komoérkach istoty biale;j,
takich jak oligodendrocyty [30-32]. Zwickszona ekspresja SLC1A42 w astrocytach ma
dziatanie neuroprotekcyjne w warunkach zwiekszonej ekscytotoksycznos$ci, podczas
gdy heroina w modelu zwierzgcym obniza ekspresje tego genu i zwigksza wyciek
synaptyczny glutaminianu, co mediuje czas do ponownego zainicjowania poszuki-
wania narkotyku [33-35]. Ponadto podawanie ceftriaksonu, ktéry zwigksza ekspresje
SLC1A2 w jadrze potlezacym, zmniejsza poszukiwanie kokainy i heroiny u zwierzat
laboratoryjnych [35, 36]. Wskazuje to na potencjalny udziat tego transportera w pa-
tomechanizmie uzaleznienia.

Jednym z polimorfizméw SLC1A42 bedacych przedmiotem badan nad zaburzeniami
psychicznymi jest rs4354668 zlokalizowany 181 hp od miejsca transkrypcji genu. Ten
funkcjonalny polimorfizm jest zwigzany z zamiana 7 na G, co skutkuje 30% redukcja
aktywnosci promotora SLC1A42 [32]. Wcze$niejsze badania wykazaty korzystny wptyw
wariantu 7/7 na dysfunkcje poznawcze w schizofrenii, a takze na czgsto$¢ nawrotow
1 zaburzen integralno$ci istoty biatej w chorobie afektywnej dwubiegunowej [37—43].
W schizofrenii ochronne dziatanie wariantu 7/7 dotyczyto funkcji wykonawczych
1 pamigci operacyjnej, ktoérych uposledzenie zostato potwierdzone metaanalitycznie
u 0sob naduzywajacych metamfetaminy i konopi indyjskich, a w wypadku funkcji
wykonawczych rowniez stosujacych ecstasy [44—48]. Raportowano tez, ze u 0sob
naduzywajgcych stymulantow wystepuja zaburzenia integralno$ci istoty biatej [49].
Jest zatem mozliwe, ze korzystny wptyw tego wariantu 754354668 moze wystepowac
w wypadku naduzywania substancji psychoaktywnych.

Podsumowujac, wyzsza ekspresja genu SLC1A42 kodujacego EAAT2, zwiazane-
go z wariantem 7/T rs4354668, moze si¢ przyczyni¢ do wydajniejszego wychwytu
zwrotnego glutaminianu, a tym samym jego zmniejszonej ekscytotoksycznos$ci wobec
neurondw, ktorych aktywnos$¢ taczy sie ze stymulacjg dopaminergiczng w uktadzie
nagrody [16, 32, 33]. Pozostate dwa warianty (7/G i G/G) powoduja zmniejszong eks-
presje EAAT?2 i mniej efektywny wychwyt zwrotny glutaminianu. Zatem warianty te
moga si¢ przyczyniac do utraty stymulacji glutaminergicznej i dopaminergicznej oraz
do wystepowania RDS predysponujacego do uzaleznienia [19, 20, 32]. Alternatywnie
obnizone stezenia glutaminianu utrzymujace si¢ w szczelinie synaptycznej u osob z wa-
riantem 7/7 moga by¢ zwigzane z mniej pobudzajacym dziataniem substancji psycho-
aktywnych na uktad dopaminergiczny i mniejszym udzialem w rozwoju wyuczonych
zachowan poszukiwania narkotyku niz u os6b z wariantami 7/G i1 G/G [17, 18, 32].

Celem prezentowanego badania byta ocena zwigzku wariantow rs4354668 z ryzy-
kiem wystgpienia zaburzen taczacych si¢ z uzywaniem substancji psychoaktywnych,
a takze potencjalnych czynnikow zaktocajacych wptywajacych na ten zwigzek w sto-
sunkowo jednorodnej populacji mtodych dorostych studiujacych na uniwersytecie
medycznym.
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1. Material i metody
1.1. Uczestnicy badania

Badanie miato charakter przekrojowy, eksploracyjny i dwuetapowy. W pierw-
szym etapie ankiety zostaty rozdystrybuowane wsrdd polskojezycznych studentow
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. Przyjeto nastepujace kryteria
wigczenia do badania: (1) zgoda na udziat w badaniu i przetwarzanie danych osobo-
wych, (2) wiek 18-30 lat, (3) kompletne i poprawne wypelnienie kwestionariusza
pierwszego etapu badania, (4) podanie poprawnych danych kontaktowych. Z kolei
kryteria wykluczenia z badania to: (1) niestawienie si¢ na drugi etap badania w celu
pobrania krwi do badan genetycznych, (2) rozpoznanie ci¢zkich choréb somatycznych.

Gorna granica wieku zostata ustalona tak, aby obejmowata osoby do gornego kwar-
tyla wieku wystapienia zaburzen zwigzanych z uzywaniem konopi indyjskich, ktore
sa w Polsce najcze$ciej uzywang substancja psychoaktywng inng niz alkohol [50, 51].

W trakcie badania zebrano nastgpujace informacje o uczestnikach badania: pod-
stawowe dane biometryczne (wiek, pte¢, wzrost, masa ciata, choroby somatyczne),
dane demograficzne (poziom wyksztatcenia, podstawowe informacje o sytuacji
spoteczno-ekonomiczne;j i stanie zdrowia rodziny, liczba rodzenstwa), palenie tytoniu,
czas spedzany na aktywnosci fizycznej, a takze poproszono badanych o wypehienie
kwestionariuszy psychometrycznych (Test identyfikacji zaburzen zwigzanych ze spo-
zywaniem alkoholu — AUDIT, Test identyfikacji zaburzen zwigzanych z uzywaniem
narkotykow — DUDIT, Skala depresji Becka — BDI).

W okresie od 1 marca 2021 do 30 czerwca 2021 roku rozdano 427 (n = 427)
kwestionariuszy. Ostatecznie 201 oséb (n = 201) zwroécito prawidlowo wypetnione
ankiety i wyrazito zgod¢ na udziat w badaniu. Po procesie kodowania kwestiona-
riuszy nawigzano kontakt telefoniczny w celu rekrutacji do drugiego etapu badania,
polegajacego na pobraniu krwi do badan genetycznych. Probki pobierano od 24 maja
do 9 lipca 2021 roku. Ostatecznie w drugim etapie badania wzieto udziat 125 os6b
(n=125), a ich dane poddano analizie statystycznej.

Wszystkie opisane czynnosci zostalty wykonane zgodnie z Deklaracjg Helsinska
1 zaakceptowane przez Komisj¢ Bioetyczng Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie.

1.2. Narzedzia psychometryczne

Zdecydowano si¢ na odrgbne traktowanie uzywania alkoholu i innych substancji
psychoaktywnych ze wzgledu na istnienie narzedzi psychometrycznych do badania
zaburzen zwiazanych ze spozywaniem alkoholu oraz odmienny status prawny alko-
holu w Polsce. Od wszystkich zakwalifikowanych uczestnikow zebrano wypetnione
kwestionariusze AUDIT, DUDIT i BDI-II. Przyj¢to, ze wynik AUDIT réwny lub
wyzszy niz 6 dla kobiet, a dla m¢zczyzn rowny lub wyzszy niz 8§ sugeruje ryzykowne
lub szkodliwe picie alkoholu (Risky or Harmful Drinking of Alcohol — RHDA) [52].
W wypadku DUDIT wynik 2 lub wyzszy dla kobiet i 6 lub wyzszy dla m¢zczyzn uzna-
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no za sugerujacy ryzykowne lub szkodliwe zazywanie narkotykow (Risky or Harmful
Drug Use — RHDU) [53]. Ryzyko depresji (RD) uznano za obecne u uczestnikow,
ktorzy uzyskali wynik BDI-II rowny 14 Iub wigcej [54]. Respondentom zapewniono
maksymalne mozliwe poczucie bezpieczefstwa w trakcie badania. Uczestnicy samo-
dzielnie wypehniali ankiete.

1.3. Dane genetyczne

0Od 125 uczestnikdw badania pobrano 2,6 ml krwi obwodowej. Genomowy DNA
wyizolowano z uzyciem zestawu Invisorb Spin Blood Mini Kit, Stratec Molecular.
Probki DNA zamrozono do czasu przeprowadzenia dalszej analizy. Genotypowanie
proébek DNA przeprowadzono technikg reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (Applied Biosystems StepOne) z sondami TagMan. W tabeli uzupet-
niajacej 1 przedstawiono sekwencje sondy 1 nazewnictwo, ktdre zostaty wykorzystane
w projekcie (zaprojektowane i zsyntetyzowane przez Applied Biosystems).

W protokole badania zastosowano TagMan Genotyping Master Mix. Kazda reakcja
zawierala 5 ul master mixu, 3,57 ul wody wolnej od nukleaz, 0,25 pl dwudziestokrot-
nie rozcienczonej sondy i 1 ul DNA oraz 1 pl wody wolnej od nukleaz jako kontrola
negatywna. Profil reakcji PCR obejmowat wstepna denaturacje w 95°C przez 10 min,
a nastepnie 40 cykli w 95°C przez 15 sek. 1 60°C przez 1 min.

1.4. Analiza statystyczna

Analize statystyczna podzielono na nastepujace etapy: (1) poréwnanie uzyskanych
warto$ci zmiennych ciggltych migdzy grupami wyrdznionymi warstwowaniem wedtug
wariantu 754354668, (2) porownanie uzyskanych czestosci zmiennych kategorycz-
nych miedzy tymi samymi grupami, (3) porownanie uzyskanych warto$ci zmiennych
cigglych miedzy grupami nie-RHDU i RHDU, (4) poréwnanie uzyskanych czgstosci
zmiennych kategorycznych miedzy tymi samymi grupami, (5) jednowymiarowy
model regresji logistycznej ze statusem wystepowania RHDU jako zmienng zalezng
i wariantem rs4354668 jako zmienng niezalezna, (6) model wiclowymiarowej regresji
logistycznej z dodatkowymi potencjalnymi czynnikami zaktocajacymi, ktore byty
istotnie zwigzane z wariantami RHDU lub rs4354668, (7) dopasowanie wielowymia-
rowego modelu regresji logistycznej o najwyzszej dobroci dopasowania do danych
na podstawie kryterium informacyjnego Akaikego (Akaike Information Criterium —
AIC). Do poréwnania czgstosci alleli rs4354668 w grupie badawczej z czgstosciami
oczekiwanymi w wypadku rownowagi Hardy’ego-Weinberga zastosowano test y>.

Dla zmiennych ciaggtych obliczono mediany, $rednig i odchylenie standardowe
w poszczegdlnych grupach jako statystyki opisowe. Dla zmiennych kategorycznych
obliczono czestosci oraz procentowy udziat poziomow zmiennych w poszczegolnych
grupach.

W etapach 1 i 3 normalno$¢ rozktadu w grupach okreslono za pomocg wizualnej
oceny histogramow oraz testu Shapiro-Wilka. Dodatkowo testem Levene’a oceniono
homogeniczno$¢ wariancji w grupach.
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W etapie 1, w wypadku spetnienia zatozenia o homogeniczno$ci wariancji
1 normalnos$ci rozktadu w grupach, do oceny réznic miedzy grupami wykorzystano
jednoczynnikowgq analize¢ wariancji (ANOVA). W przeciwnym razie zastosowano test
Kruskala-Wallisa. W etapie 3, jesli zalozenia byly spelnione, stosowano test #-Studenta,
a w przeciwnym wypadku test Manna-Whitneya. W etapach 2 i 4 zastosowano test y*
przy czestosci wystepowania poszczegolnych zmiennych kategorycznych w grupach
rownych lub wigkszych od 5, natomiast przy nizszych czgstosciach — test doktadny
Fishera. Ze wzgledu na eksploracyjny charakter analizy nie przeprowadzono analizy
post-hoc w etapach 1-4.

W etapie 6 analizy, aby unikna¢ korelacji migdzy zmiennymi ciggtymi a odpowia-
dajacymi im zmiennymi kategorycznymi (np. catkowity wynik AUDIT i wynik AUDIT
powyzej punktu odcigcia), do modelu wprowadzono tylko zmienne kategoryczne,
ktore — jak nalezy przyja¢ — dla skal zwalidowanych maja wyzsza moc predykcyjna.

Wszystkie etapy analizy statystycznej przeprowadzono z wykorzystaniem R stu-
dio w wersji 4.1.2. W etapie 7 wykorzystano pakiet glmulti do znalezienia modelu
o najwyzszej dobroci dopasowania do danych. Zestaw poczatkowy zmiennych obej-
mowat wszystkie zmienne, ktdre uzyskaty statystycznie istotny zwigzek z RHDU lub
z warlantami rs4354668. Zastosowano wyczerpujacy algorytm przesiewowy, aby
sprawdzi¢ wszystkie mozliwe kombinacje zmiennych zawartych w zbiorze starto-
wym bez zadnych interakcji migdzy nimi. AIC wykorzystano jako kryterium oceny
dobroci dopasowania i w wynikach przedstawiono modele o AIC nie wigkszym niz
2 od AIC modelu o najlepszym dopasowaniu do danych. Model z najmniejszg liczba
predyktoréw zostal nastgpnie wybrany jako model najlepiej dopasowany do danych.

W wypadku modeli wielowymiarowych wspotliniowo$¢é oceniano za pomocg
uogdlnionego wspotczynnika inflacji wariancji (GVIF). Dla wszystkich modeli re-
gresji logistycznej obliczono rowniez iloraz szans poszczegdlnych predyktoréw oraz
trafno$¢ i precyzje predykeji.

Ze wzgledu na eksploracyjny charakter badania i brak danych dotyczacych czg-
stosci wystepowania RHDU w badanej populacji ocene mocy statystycznej przepro-
wadzonych analiz wykonano post-hoc. W celu uwzglednienia wplywu pozostatych
zawartych w modelu predyktoréw na uzyskang moc statystyczng obliczono warto$¢
pseudoR? metodg Nagelkerkego. Do obliczen wykorzystano program G*Power
w wersji 3.1.9.7.

Dla wszystkich testow przyjeto o = 0,05. Otrzymane wartosci p > 0,051 p <0,1
uznano za trend statystyczny.

2. Wyniki

Czestosci alleli w badanej populacji nie odbiegaty od przewidywanych na podsta-
wie rownowagi Hardy’ego-Weinberga (n, = 99; n. = 151; p = 0,579).

Ocene normalnos$ci rozktadu zmiennych w grupach wyréznionych wedtug wariantu
754354668 przedstawiono w tabeli uzupetniajacej 2. Jedyng zmienna, dla ktorej roz-
ktad nie odbiegat od normalnego we wszystkich grupach, byt wiek (G/G: W= 0,962;
p=0,550; T/G:- W=10,970; p = 0,174; T/T: W = 0,205; p = 0,967). W wypadku tej
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zmiennej wariancja byta dodatkowo homoskedastyczna (F(2;122)=0,942; p =0,393),
dlatego do dalszej analizy wieku wykorzystano ANOVA, a w odniesieniu do pozosta-
lych zmiennych test Kruskala-Wallisa. W tabeli 1 przedstawiono zestawienie statystyk
opisowych oraz analizg¢ statystyczng zwiazkow zmiennych ciaglych z poszczegdlny-
mi genotypami rs4354668. Wstepna eksploracja danych nie wykazata statystycznie
istotnego zwiazku jakiejkolwiek zmiennej ciaglej z genotypami rs4354668. Wykazano
jednak trend statystyczny dla wyniku DUDIT (X% 5,679; p = 0,058).

Tabela 1. Poréwnanie median lub Srednich zmiennych ciaglych objetych badaniem wedlug
grup wyodrebnionych na podstawie wariantéw rs4354668

G/G T/G T
. n=21 n=57 n=47
Zmienna ) ) ) FX p
Mediana Mediana Mediana
(Srednia + SD) | (Srednia+ SD) | (Srednia  SD)
i 23,833 23,833 23,167
Wiek 0,1212 0,886
(23,722 £1,976) | (23,452 +2,385) | (23,576 + 2,128)
21,604 21,671 21,968
BMI 0,975° 0,614
(22,199 £ 3,944) | (22,006 +2,969) | (22,811 + 3,751)
) - <0,001 <0,001 <0,001
Papierosy/dzien 1,600° 0,449
(1,333+3,773) | (0,877 £3,301) | (1,638 +4,12)
L, 3,000 3,000 3,000
Godziny ¢wiczen/tydzien 0,503 0,778
(2,905 +1,814) | (3,772 +3,063) | (3,553 +3,074)
) . 1,000 1,000 1,000
Liczba rodzenstwa 1,117° 0,572
(1,286 £0,784) | (1,193+1,076) | (1,213 £0,858)
5,000 3,000 5,000
AUDIT 1,389° 0,499
(5,381 +3,748) | (4,632+3917) | (5,191 £3,728)
DUDIT 0,001 <0001 D01 | sere | 0088
(0,952 £1,802) | (0,684 +1,814) | (0,426 +2,234) ' ’
9,000 9,000 6,000
BDI 2,297° 0,317
(10,714 £7,798) | (10,526 + 8,279) | (8,638 +7,903)

Liczby przed nawiasami reprezentuja mediang, a liczby w nawiasach oznaczaja $rednig + odchylenie
standardowe. BMI — wskaznik masy ciata; AUDIT — Test identyfikacji zaburzen uzywania alkoholu;
DUDIT - Test identyfikacji zaburzen uzywania narkotykow; BDI — Inwentarz depresji Becka;
n — wielko$¢ grupy; SD — odchylenie standardowe; F — statystyka Fishera; p — warto$¢ p; y* — chi-
kwadrat; * ANOVA — zastosowano analiz¢ wariancji; ® — zastosowano test Kruskala-Wallisa. Warto$ci
p odpowiadajace trendowi statystycznemu zaznaczono kursywa.

W tabeli 2 przedstawiono czesto$¢ wystepowania poziomoéw gtdéwnych zmiennych
kategorycznych iich procentowy udziat w grupach oraz analizg statystyczng zwigzkow
z poszczegblnymi wariantami rs4354668. Tabela uzupetniajaca 3 przedstawia analo-
giczne informacje na temat dodatkowych zmiennych kategorycznych uwzglednionych
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w badaniu. Wstepna eksploracja danych wykazata statystycznie istotny zwiazek mi¢dzy
wariantami 754354668 a RHDU (p = 0,030).
Tabela 2. Poréwnanie czestosci wystepowania gléwnych zmiennych kategorycznych

i ich procentowego udzialu w poszczegélnych grupach wyréznionych
na podstawie wariantow rs4354668

. G/G TG T

Zmienna

n=21 | %G/G | n=57 | %T/G | n=47 | % T/T| X p
Pte¢ zenska 16 76,19 38 66,67 32 68,09 | 0,666 | 0,717
Pte¢ meska 5 23,81 19 33,33 15 31,91 | 0,666 -
Zdiagnozowane zaburzenia 4 19.05 12 21,05 7 14.89 B 0712
psychiczne
Palenie tytoniu 3 14,29 6 10,53 9 19,15 - 0,490
RHDA 8 38,10 15 26,32 17 36,17 | 1,581 | 0,454
RHDU 4 19,05 8 14,04 1 2,13 - 0,030
RD 7 33,33 17 29,82 12 25,53 | 0,484 | 0,785

n=wielko$¢ grupy; y*>— chi-kwadrat; p — warto$¢ p; RHDA —ryzykowne lub szkodliwe picie alkoholu,;
RHDU - ryzykowne lub szkodliwe zazywanie narkotykow; RD — ryzyko wystgpowania depresji.
Warto$ci p odpowiadajace istotnosci statystycznej zostaly pogrubione.

Oceng normalnosci rozktadu zmiennych w grupach nie-RHDU i RHDU przed-
stawiono w tabeli uzupetiajacej 4. Jedyna zmienna, dla ktérej rozktad nie odbiegat
od normalnego w obu grupach, byt wiek. W wypadku tej zmiennej wariancja byta
dodatkowo homoskedastyczna (£(1;123) = 1; p=0,393), dlatego do jej dalszej analizy
wykorzystano test z, a w odniesieniu do pozostalych zmiennych test Manna-Whitneya.
W tabeli 3 przedstawiono zestawienie statystyk opisowych oraz analizg statystyczng
zwigzku zmiennych cigglych z RHDU. Wstepna eksploracja danych wykazata staty-
stycznie istotny zwiazek migdzy RHDU a liczba wypalanych papieroséw dziennie
(U = 348; p < 0,001), wynikiem AUDIT (U = 370,5; p = 0,004) i wynikiem BDI
(U=0,017; p=10,017).

Tabela 3. Porownanie median lub $rednich zmiennych ciaglych uwzglednionych w badaniu

w podziale na grupy wyodrebnione na podstawie wystepowania ryzykownego
lub szkodliwego uzywania narkotykow

nie-RHDU RHDU
. n=112 n=13
Zmienna ) ) tu p
Mediana Mediana
(Srednia + SD) (Srednia + SD)
i 23417 24,000
Wiek -0,764° | 0,455
(23,501 £ 2,256) (23,917 £ 1,806)
21,787 21,358
BMI 832,500° | 0,400
(22,428 £ 3,439) (21,597 £ 3,516)

dalszy cigg tabeli na nastepnej stronie
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<0,001 2,000
Papierosy/dzien 348,000° | <0,001
(0,795 + 3,044) (5,077 + 6,116)
L, - 3,000 2,000
Godziny ¢wiczen/tydzien 905,000° | 0,150
(3,656 £ 2,915) (2,577 £ 2,597)
1,000 1,000
Liczba rodzenstwa 807,500° | 0,473
(1,214 £ 0,895) (1,231 +1,363)
4,000 7,000
AUDIT 370,500° | 0,004
(4,643 £ 3,666) (7,769 £ 3,94)
7,000 12,000
BDI 431,500° | 0,017
(9,259 + 7,804) (14,923 + 8,684)

Liczby przed nawiasami reprezentuja mediang, a liczby w nawiasach oznaczajg §rednig + odchylenie
standardowe. RHDA —ryzykowne lub szkodliwe picie alkoholu; RHDU — ryzykowne lub szkodliwe
zazywanie narkotykow; RD —ryzyko depresji; BMI —wskaznik masy ciata; AUDIT — Test identyfikacji
zaburzen uzywania alkoholu; DUDIT — Test identyfikacji zaburzen uzywania narkotykéw; BDI — Skala
depresji Becka; n — wielko$¢ grupy; SD — odchylenie standardowe; t — statystyka t; U — statystyka U;
p—warto$¢ p; *— zastosowano test t; ® — zastosowano test Manna-Withneya. Warto$ci p odpowiadajace
istotnosci statystycznej zostaty pogrubione.

W tabeli 4 przedstawiono czesto$¢ wystepowania poziomoéw gldwnych zmiennych
kategorycznych iich procentowy udziat w grupach oraz analizg statystyczng zwigzkow
z RHDU. Analogiczne informacje dotyczace dodatkowych zmiennych uwzglednionych
w badaniu zamieszczono w tabeli uzupetniajgcej 5. Wstepna analiza danych wykazata
statystycznie istotny zwigzek miedzy RHDU a rozpoznaniem zaburzen psychicznych
(OR=6,837;95% CI: 1,726-28,265; p = 0,002) i paleniem tytoniu (OR = 15,630; 95%
ClI: 3,729-73,743; p<0,001), RHDA (OR =5,783; 95% CI: 1,483-27,616; p = 0,004)
oraz trend statystyczny dla wystepowania niedoczynnosci tarczycy (OR =3,339; 95%
CI: 0,658-14,293; p = 0,078).

Tabela 4. Poréwnanie czestosci gléwnych zmiennych kategorycznych i ich procentowego

udzialu w poszczegolnych grupach wyroéznionych na podstawie wystepowania
ryzykownego lub szkodliwego uzywania narkotykow

nie-RHDU % nie- RHDU 0
% RHDU | OR 95% Cl

Zmienna n=112 RHDU n=13| " ’ P
Pte¢ zenska 75 66,96 11 84,62 0,371 | 0,038-1,833 | 0,342
Pte¢ meska 37 33,04 2 15,38 - - -
Zdiagnozowane
zaburzenia 16 14,29 7 53,85 6,837 | 1,726-28,265 | 0,002
psychiczne
tN'ed°°Zy””°S° 13 11,61 4 | 3077 | 3339 | 0658-14293 | 0,078
arczycy
Palenie tytoniu 10 8,93 8 61,54 15,63 | 3,729-73,743 | <0,001

dalszy cigg tabeli na nastepnej stronie
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RHDA 31 27,68 9 69,23 5,783 | 1,483-27,616 | 0,004
RD 30 26,79 6 46,15 2,325 | 0,594-8,825 | 0,194

n — wielko$¢ grupy; OR — iloraz szans; 95% CI — 95% przedzial ufnosci; p — warto$¢ p;
RHDA - ryzykowne lub szkodliwe picie alkoholu; RHDU — ryzykowne lub szkodliwe zazywanie
narkotykow; RD — ryzyko depresji. Wartosci p odpowiadajace istotnosci statystycznej zaznaczono
pogrubiong czcionka, a odpowiadajace trendowi statystycznemu — kursywa.

W jednoczynnikowym modelu regresji logistycznej wariant 7/T rs4354668 byt
statystycznie istotnie powigzany z mniejszym prawdopodobienstwem wystapienia
RHDU w poréwnaniu z wariantem G/G (OR: 0,092; 95% CI: 0,005-0,678; z=-2,065;
p =0,039), natomiast uczestnicy z wariantem 7/G nie réznili si¢ od tych z wariantem
G/G (OR: 0,694; 95% CI: 0,192-2,865; z =—0,542; p = 0,588). Innymi slowy, uczest-
nicy z wariantem 7/7 mieli $rednio o 90,8% mniejsze szanse na rozw6j RHDU niz
uczestnicy z wariantem G/G. W tabeli 5 zamieszczono bardziej szczegoélowo statystyki
modelu. Na rysunku 1 przedstawiono wykres ilorazow szans dla tego modelu.

Tabela 5. Podsumowanie statystyk jednowymiarowego modelu regresji logistycznej
z wariantem G/G jako poziomem wskaznika

Predyktor B SD z p OR | OR95% CI
Wariant GIG -1,447 | 0,556 | -2,604 | 0,009 | - -
Wariant TIG -0,366 | 0,674 | -0,542 | 0,588 | 0,694 | 0,192-2,865
Wariant TIT -2,382 | 1,154 | -2,065 | 0,039 | 0,092 | 0,005-0,678

B —szacowany wspotczynnik ; SD — odchylenie standardowe; z — statystyka Walda z; p — warto$¢ p;
OR —iloraz szans; OR 95% CI — przedziat ufnosci ilorazu szans. Warto$ci p odpowiadajace istotnosci
statystycznej sa pogrubione.

TIT variant- B o ——

T/G variant- °

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0

Rysunek 1. Wykres ilorazu szans dla modelu regresji logistycznej z wariantami
rs4354668 jako predyktorem

W wieloczynnikowym modelu regresji logistycznej uwzgledniajacym potencjalne
czynniki zaktocajace, dla ktorych wykazano istotny statystycznie zwigzek z wariantami
154354668 lub RHDU na weze$niejszych etapach analizy, utrzymano istotny statystycz-
nie wplyw wariantu 7/7T na cz¢sto$¢ wystepowania RHDU. Istotnos$¢ statystyczna tego
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predyktora wzrosta, a zwigzany z nim iloraz szans si¢ zmniejszyt (OR: 0,037; 95%
CI: 0,001-0,433; z =-2,336; p = 0,019). Drugim bardzo istotnym predyktorem byto
palenie tytoniu (OR: 19,301; 95% CI: 3,336-168,063; z = 3,064; p = 0,002), podczas
gdy diagnoza zaburzen psychicznych (OR: 3,392; 95% CI: 0,585-17,425; z = 1,458;
p = 0,145), RHDA (OR: 3,391; 95% CI: 0,633-18,804; z = 1,458; p = 0,145) oraz
wariant 7/G (OR: 0,785; 95% CI: 0,134-5,461; z =—-0,265; p = 0,791) nie osiagnely
istotnosci statystycznej. Model byl roéwniez statystycznie istotnie lepiej dopasowany
do danych w poréwnaniu z modelem jednowymiarowym (odpowiednio: AIC = 59,821
i AIC = 82,368). Biorgc jednak pod uwage niewielka liczebno$¢ proby badawczej,
a takze liczbe uwzglednionych predyktorow, nie mozna wykluczy¢ przeuczenia modelu
1 blednego oszacowania jego parametrow. Problemy te zostaty uwzglednione w kolej-
nym etapie analizy. Tabela 6 przedstawia szczegdtowe statystyki modelu, natomiast
tabela uzupehiajaca 6 — wartosci GVIF kazdego predyktora. Wartosci GVIF nie
wskazywaty na wystepowanie wspotliniowos$ci. Na rysunku 2 zamieszczono wykres
ilorazow szans dla tego modelu.
Tabela 6. Podsumowanie statystyk dla wieloczynnikowego modelu regresji logistycznej

obejmujacego wszystkie potencjalnie istotne czynniki zaklécajace z wariantem
G/G jako poziomem wskaznikowym

Predyktor B SD z p OR OR 95% Cl
Intercept -3,107 | 0,939 | -3,309 | 0,001 - -
Wariant T/G -0,242 | 0,915 | 0,265 | 0,791 | 0,785 | 0,134-5,461
Wariant T/T -3,295 | 1,410 | -2,336 | 0,019 | 0,037 | 0,001-0,433
Zdiagnozowane zaburzenia psychiczne 1,222 | 0,838 | 1,458 | 0,145 | 3,392 | 0,585-17,425
Palenie tytoniu 2,960 | 0,966 | 3,064 | 0,002 | 19,301 | 3,336-168,063
RHDA 1,221 | 0,838 | 1,458 | 0,145 | 3,391 | 0,633-18,804

B —szacowany wspolczynnik B; SD —odchylenie standardowe; z — statystyka Walda z; p — warto$¢ p;
OR —iloraz szans; OR 95% CI — przedziat ufnosci ilorazu szans; RHDA — ryzykowne lub szkodliwe
picie alkoholu. Warto$ci p odpowiadajace istotnosci statystycznej zostaty pogrubione.

Algorytm wyboru modelu najlepiej dopasowanego do danych za pomoca glmulti
wybratl 8 modeli, ktore nie réznity si¢ wartoscig AIC od modelu najlepiej dopaso-
wanego o wiecej niz 2. Tabela uzupetniajaca 7 ukazuje zestawienie predyktorow
uwzglednionych w tych modelach oraz ich warto$ci AIC. Kazdy z modeli zawierat
wariant 754354668 jako predyktor, co moze wskazywac, ze byt statystycznie istotny
niezaleznie od ujetych czynnikow zaktocajacych. Tylko jeden z otrzymanych modeli
zawierat 3 predyktory i dlatego zostal uznany za najlepiej dopasowany do danych.
Statystyki tego modelu podsumowano w tabeli 7. Statystycznie istotnymi predyk-
torami byty: wariant 7/T (OR: 0,021; 95% CI: 0,001-0,275; z = -2,618; p = 0,009),
palenie tytoniu (OR: 42,446; 95% CI: 7,919-359,472; z =3,982; p < 0,001) i RHDA
(OR: 1,200; 95% CI: 1,009-1,435;z=2,117; p=0,034). Nieistotnym predyktorem byt
wariant 7/G (OR: 0,823; 95% CI: 0,137-5,819; z=-0,211; p = 0,833). Mozna zatem
zatozy¢, ze biorac pod uwagg czynniki zakiocajace, uczestnicy badania z wariantem 7/7
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A) Pelny zakres. B) Przycigte, aby doktadniej ukaza¢ predyktory inne niz palenie tytoniu.

Rysunek 2. Wykres ilorazu szans dla modelu regresji logistycznej z wariantami rs4354668

i potencjalnymi czynnikami zaklécajacymi jako predyktorami

75435466 mieli srednio 0 97,90% mniejsze ryzyko wystagpienia RHDU niz uczestnicy
z wariantem G/G. Podsumowanie warto$ci GVIF dla modelu przedstawiono w tabeli
uzupehniajacej 8. Na rysunku 3 znajduje si¢ wykres ilorazéw szans dla tego modelu.

Tabela 7. Podsumowanie statystyk dla wielowymiarowego modelu regresji logistycznej,
ktory po uwzglednieniu potencjalnych czynnikéw zaklocajacych byl najlepiej

dopasowany do danych

Predyktor B SD z p OR OR 95% ClI
Intercept -3,505 | 1,027 | -3,412 | 0,001 - -
Wariant T/G -0,195 | 0,924 | -0,211 | 0,833 | 0,823 | 0,137-5,819
Wariant T/T -3,858 | 1,473 | -2,618 | 0,009 | 0,021 0,001-0,275
Palenie tytoniu 3,748 | 0,941 | 3,982 | <0,001 | 42,446 | 7,919-359,472
Wynik AUDIT 0,182 | 0,086 | 2,117 | 0,034 | 1200 | 1,009-1,435

W wypadku genotypow jako punkt odniesienia przy obliczaniu ilorazéw szans przyjeto wariant G/G,
natomiast w wypadku wynikow AUDIT przyjeto wynik AUDIT = 1.  — szacowany wspotczynnik
B; SD — odchylenie standardowe; z — statystyka Walda z; p — warto$¢ p; OR — iloraz szans; OR
95% CI — przedzial uthosci ilorazu szans; AUDIT — Test identyfikacji zaburzen uzywania alkoholu.
Warto$ci p odpowiadajace istotnosci statystycznej zostaly pogrubione.

Dla ostatniego opisywanego modelu obliczono uzyskang moc statystyczng. Jako
ze warto$¢ pseudoR?= 0,393, dla pozostatych predyktoréw uzyskana moc statystyczna
byta bardzo mata (1- = 0,062). Biorgc pod uwage uzyskane w badaniu iloraz szans,
czestosci RHDU w grupach wyodrgbnionych na podstawie wariantow rs4354668
oraz wplyw pozostatych predyktoréw, minimalna wielkos$¢ proby dla uzyskania mocy
statystycznej rownej 0,8 wyniosta n = 433.
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A) Pelny zakres. B) Przycigty, aby doktadniej ukazaé¢ predyktory inne niz palenie.

Rysunek 3. Wykres ilorazu szans dla najlepiej dopasowanego modelu regresji logistycznej
z wariantami rs4354668 i potencjalnymi czynnikami zaklocajacymi jako predyktorami

3. Dyskusja wynikéw

Wedtug naszej wiedzy prezentowane badanie jest pierwszym badaniem potencjal-
nego wpltywu wariantow polimorfizmu 754354668 genu SLCIA2 na ryzykowne lub
szkodliwe uzywanie narkotykow (RHDU). Przedstawione wyniki mogg wskazywaé na
potencjalne dziatanie ochronne wariantu 7/7 przed wystepowaniem takich zaburzen.
Zarowno analiza eksploracyjna, jak i jednowymiarowy model regresji logistycznej
wykazaly zwigzek migdzy wariantem 7/7 a mniejszg czestoscia wystepowania RHDU.
Co wigcej, poszczegdlne warianty 754354668 nie byly statystycznie istotnie zwigzane
z zadnym z branych pod uwage potencjalnych czynnikow zaktdcajacych, w tym z diag-
noza zaburzen psychicznych, ryzykiem depresji 1 ryzykiem zaburzen zwigzanych ze
spozywaniem alkoholu. Réwniez uwzglednienie zmiennych taczacych si¢ z samym
RHDU nie tylko nie zmniejszylo istotnosci statystycznej zalezno$ci miedzy wariantem
T/T arzadszym wystepowaniem RHDU, ale wrecz istotnie jg poprawito. Zalezno$¢ ta
jest zatem niezalezna od rozpoznania zaburzen psychicznych, RHDA, statusu palenia,
wynikéw AUDIT i1 BDI oraz liczby wypalanych dziennie papieroséw. Na podstawie
modelu najlepiej dopasowanego do uzyskanych danych oszacowaliSmy, ze osoby
z wariantem 7/7 polimorfizmu 54354668 genu SLCIA2 dla EAAT2 miaty $rednio
0 97,90% mniejsze prawdopodobienstwo wystapienia RHDU.

Nasze wyniki sg spojne z dotychczasowymi badaniami nad rolg rs4354668 w in-
nych zaburzeniach psychicznych. Pacjenci ze schizofrenig z wariantem 7/7 rs4354668
wykazywali mniejsze deficyty poznawcze zwiazane z korg przedczolowa, a takze
bardziej istotng poprawe w wyniku leczenia [39, 40, 42, 55]. Podobnie w wypadku
choroby afektywnej dwubiegunowej pacjenci z wariantem 7/7 leczeni litem mieli
mniejszg czgstos¢ nawrotdw choroby [37]. Ponadto osoby z rozpoznaniem choroby
afektywnej dwubiegunowej z wariantem 7/7 s3 mniej wrazliwe na niekorzystny wptyw
stresu doswiadczanego we wczesnym okresie zycia na integralnosc istoty biatej [41].
Takze w niedawnym badaniu na polskiej populacji pacjentéw z rozpoznaniem zaburze-
nia depresyjnego wykazano, ze wariant G/G rs4354668, zwiazany z nizsza ekspresja
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EAAT?2, jest czgstszy w grupie chorych niz w grupie kontrolnej, co wskazuje na to, ze
polimorfizmy SLC1A2 moga przyczynia¢ si¢ do zwiekszonego ryzyka wystgpienia tego
zaburzenia [56]. Chociaz w badanej populacji nie wykryliSmy istotnego statystycz-
nie zwigzku migdzy polimorfizmem rs4354668 a wynikami BDI czy rozpoznaniem
zaburzen psychicznych, to nie kontrolowali$my wynikéw pod katem stanéw ryzyka
psychozy, hipomanii i stresu na wczesnych etapach zycia, ktore same w sobie mogg
si¢ taczy¢ z wigkszym ryzykiem uzaleznienia [57-59]. Nie mozna zatem wykluczy¢,
ze ten polimorfizm nie przyczynit si¢ bezposrednio do wystgpienia RHDU, ale jest
zwigzany z fenotypem podatnosci na schizofreni¢, chorobe¢ afektywna dwubieguno-
wa lub skutki stresu na wezesnych etapach zycia. Alternatywnie nasze wyniki moga
wskazywac na czesciowo wspolne neurobiologiczne podtoze tych zaburzen i RHDU.

Innymi statystycznie istotnymi predyktorami RHDU w badanej populacji byty
wynik AUDIT oraz palenie tytoniu. Inne badania sugeruja, ze wczesniejszy poczatek
spozywania alkoholu moze zwicksza¢ prawdopodobienstwo uzywania innych substan-
cji psychoaktywnych w przysztosci [60-62]. U zwierzat laboratoryjnych wykazano
rowniez, ze zarowno alkohol, jak 1 nikotyna moga zwigkszaé ekspresje receptoréw
dopaminy (ale nie glutaminianu) i wptywac na pdzniejsza wrazliwo$¢ na uzalezniajace
dziatanie amfetaminy [63]. Samo palenie tytoniu wigze si¢ tez z czgstszym naduzy-
waniem substancji psychoaktywnych i tendencja do nawrotdéw ich naduzywania [64].
Palacze nie tylko czgsciej naduzywaja substancji psychoaktywnych, ale takze czesciej
zapadaja na zaburzenia depresyjne [65, 66]. Powszechne jest ponadto wspotwyste-
powanie nikotynizmu i choroby afektywnej dwubiegunowej, a zaburzenia te majg
wspolne podioze genetyczne [67]. Takie wyniki sg zgodne z naszymi ustaleniami
pokazujacymi, ze palenie i wynik AUDIT sg lepszymi predyktorami RHDU niz sama
RD lub wynik BDI. Pozytywny wptyw kontrolowania statusu palenia na dopasowanie
modelu regresji logistycznej moze wigzacé si¢ z tym, ze promujacy wplyw nikotyny na
uzywanie innych substancji psychoaktywnych jest gtdbwnie posredniczony przez uktad
dopaminergiczny, a nie przez uklad glutaminergiczny [63]. Zatem uczestnicy, ktorzy
byli pod wptywem wspotistniejacego naduzywania alkoholu, objawow depresyjnych
lub palenia, mogg stanowi¢ czesciowo osobng populacje od tych, dla ktorych wplyw
okreslonych wariantow 754354668 1 zwigzanego z nimi RDS byt bardziej znaczacy.
Hipoteze te wydaje si¢ potwierdzac¢ brak istotnego statystycznie zwigzku migdzy
wariantami 754354668 a czynnikami innymi niz RHDU, wykazany w naszej analizie.

Zaleznos$¢ od nagrody to cecha osobowosci zdefiniowana przez Cloningera,
zwigzana z niska aktywnos$cig noradrenergiczng i dopaminergiczng, ktdra objawia
si¢ jako ,,oporno$¢ na wygaszanie wczesniej nagradzanych zachowan” [68]. Chociaz
wyniki badan nad rolg uzaleznienia od nagrody w uzaleznieniu sg niejednoznaczne,
cze$¢ z nich sugeruje, ze jej niski poziom moze si¢ tgczy¢ z naduzywaniem opioi-
dow [69-71]. Ponadto zasugerowano, ze wysoka zalezno$¢ od nagrody moze miec
dziatanie ochronne przed uzaleznieniem u 0s6b uzywajacych opioidow, jak rowniez
przed nawrotem uzaleznienia od alkoholu [72, 73]. Wariant 7/T rs4354668 wydaje si¢
wplywac na zaleznos¢ od nagrody, a osoby z tym genotypem 0siggajg nizsze wartosci
zaleznosci od nagrody [74]. Z tych powoddéw osoby z wariantem 7/7 powinny by¢
bardziej podatne na naduzywanie substancji, co nie jest zgodne z naszymi wynikami.
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Ta niespdjnos¢ moze wynikaé z: 1) r6znych relacji miedzy uzaleznieniem od nagrody
a naduzywaniem substancji, ktorych nie kontrolowaliSmy w naszym badaniu, lub 2)
braku istotnego zwigzku migdzy zalezno$cig od nagrody a RHDU w badanej populacji.
Mozna réwniez postawié hipoteze, ze ze wzgledu na rekrutacja grupy badawczej wsrod
studentéw medycyny osoby z wariantem 7/7, ktdre si¢ uzaleznity, nie miaty mozliwosci
podjecia lub kontynuowania studidw, przez co w grupie badawczej znalazty si¢ osoby
z wariantem 7/7T i nalezace gtownie do grupy nie-RHDU. Konieczne sg dodatkowe
badania w celu dalszej oceny mozliwych korelacji migdzy naduzywaniem substancji,
wariantami 754354668 i cechami osobowosci.

Wyciek synaptyczny glutaminianu stanowi jeden z istotnych mechanizmow kilku
zaburzen psychicznych, w tym schizofrenii, depresji, uzaleznienia oraz choréb neu-
rodegeneracyjnych [21, 29]. Przy nasilonym wycieku moze dochodzi¢ do nieswoistej
aktywacji receptoréw dla glutaminianu, ktore sa kluczowe dla neuroplastycznosci, a co
za tym idzie — dla proceséw pamieciowych i uczenia si¢ [2, 75]. Dlugotrwaty wpltyw
wycieku glutaminianu na neuroplastyczno$¢ w jadrze potlezacym przyczynia si¢ do
ryzyka nawrotow uzaleznienia i utrzymywania si¢ jego objawow [2]. Zmniejszona
aktywnos$¢ glownego transportera glutaminaniu, EAAT2, moze nasila¢ ten proces,
natomiast zwi¢kszona moze mie¢ potencjalnie dziatanie ochronne [76]. Dodatkowo
nasilony wyciek glutaminianu powoduje nasilenie stresu oksydacyjnego, ktory wywo-
huje apoptoze komorek tkanki nerwowej. W wypadku chorob neurodegeneracyjnych
analogiczny wptyw EAAT2 na ten mechanizm zostal udowodniony [21].

Uzyskane przez nas wyniki wydajg si¢ pasowac do przyjetego modelu, w ktorym
zwigkszony wychwyt zwrotny glutaminianu u 0s6b z wariantem 7/7'rs4354668 prowa-
dzi do stabszego wigzania substancji psychoaktywnych z wyuczonymi zachowaniami
i bodZcami $rodowiskowymi lub do skuteczniejszej ochrony przed ekscytotoksycz-
no$cig glutaminianu wywotujaca zmiang neuroplastycznos$ci, czego efektem jest nie-
dostateczna stymulacja uktadu dopaminergicznego zwigzanego z zespotem deficytu
nagrody [17, 18, 32, 33, 77]. Takie osoby moga mie¢ mniejszg potrzebe kompensacji
niedoboru dopaminy w szlakach mezokortykolimbicznych, a zatem prawdopodobien-
stwo rozwoju RHDU jest w ich wypadku mniejsze.

Opisywane badanie ma pewne ograniczenia. Badana grupa, skladajaca si¢ prawie
wylacznie ze studentow medycyny, moze nie by¢ reprezentatywna dla ogdlnej dorostej
populacji. Ponadto istniala luka czasowa mig¢dzy pierwszym etapem, gdy zbierano
informacje psychometryczne, socjodemograficzne i dotyczace stylu zycia, a drugim eta-
pem, w ktorym pozyskiwano material genetyczny. Moglo to wptynaé na wiarygodnos¢
danych uzyskanych ze skal AUDIT, DUDIT i BDI. Zebrane kwestionariusze nie byly
anonimowe, co biorgc pod uwage status prawny niemal wszystkich substancji psycho-
aktywnych w Polsce z wyjatkiem alkoholu, mogto wptyna¢ na rzetelno$¢ udzielanych
odpowiedzi. Z tego samego powodu nie zebrali§my informacji o rodzajach substancji
zazywanych przez uczestnikoOw oraz obecnosci okreslonych diagnoz psychiatrycznych,
co uniemozliwito dokladniejsza analiz¢ ich wptywu na RHDU. Ponadto wszystkie
zastosowane metody psychometryczne opieraly si¢ na samoocenie, a uczestnicy nie
byli badani przez specjalistoéw psychiatrow, i to takze moglo si¢ przyczyni¢ do nizszej
jakosci analizowanych w badaniu danych. Nie kontrolowali§my wynikéw pod katem
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obecnosci innych objawdéw choroby psychicznej, takich jak lek, wysokie ryzyko psy-
chozy czy hipomanii. Przez to, Ze dostepna jest bardzo ograniczona liczba aktualnych,
zwalidowanych w jezyku polskim narze¢dzi do oceny osobowosci, nie byliSmy w stanie
skorygowac uzyskanych wynikéw w zakresie takich cech osobowosci, jak impulsyw-
nos$¢, poszukiwanie nowosci, unikanie krzywdy czy zalezno$¢ od nagrody.

Najbardziej znaczacym ograniczeniem zaprezentowanego badania jest rozmiar
proby. Ze wzgledu na brak danych dotyczacych czestosci wystgpowania RHDU
w badanej populacji i eksploracyjny charakter badania nie mogli§my oszacowaé
wymaganego rozmiaru proby a priori. Uzyskana moc statystyczna byta ostatecz-
nie bardzo mata (1-B = 0,062), jednak udalo nam si¢ oszacowac rozmiar proby dla
przysztych badan o zblizonych celach i badanych populacjach na n = 433. Chociaz
wielko$¢ proby badawczej pozwolita na uzyskanie wynikéw istotnych statystycznie,
wielowymiarowy typ przeprowadzonej analizy mogt uniemozliwi¢ wykrycie stabszych
zaleznos$ci. W analizie nie wzigto rowniez pod uwage potencjalnych interakcji migdzy
uwzglednionymi w niej zmiennymi.

4. Whnioski

Wyniki uzyskane w zaprezentowanym badaniu moga wskazywa¢ na mozliwy zwia-
zek ryzyka naduzywania substancji psychoaktywnych innych niz alkohol z wariantami
polimorfizmu rs4354668 genu SLC1A42. Osoby z wariantem 7/T tego polimorfizmu
wydaja si¢ mniej narazone na rozwoj zaburzen zwigzanych z uzywaniem narkotykdow.
Moze to posrednio potwierdzaé¢ podejrzewana role EAAT2 w etiopatogenezie uzaleznien
oraz istotna rol¢ uktadu glutaminergicznego w ksztattowaniu fenotypu zespotu deficytu
nagrody. Konieczne sg przyszte prospektywne badania oparte na wnikliwej analizie, aby
mozna bylo potwierdzi¢ przyczynowo-skutkowy charakter zaobserwowanych zaleznosci.
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ANEKS — TABELE UZUPELNIAJACE

TABELA DODATKOWA 1: Sondy uzyte w badaniu.

Nomenklatura
Gen VIC/AM Sekwencja NCBI ID
SNP
GCGCGTGTGCGGGTGTGTGCGCGCC[T/G]
SLC1A2 TIG GGGGAGGCGGTGGAGGCCGCTGCGE rs4354668 C__27142767_20

TABELA DODATKOWA 2: Ocena normalnos$ci rozkladéw wartosci zmiennych ciaglych

w grupach rozréznionych przez wariant rs4354668.

Liczba rodzenstwa

0.001 (0.800)

. G/GpW) T/Gp (W) T/Tp (W)
Zmienna
n=21 n= 57 n=47

Wiek 0.550 (0.962) 0.174 (0.970) 0.205 (0.967)

BMI 0.089 (0.921) 0.170 (0.970) <0.001(0.819)

Papierosy/dzien <0.001(0.417) <0.001(0.298 <0.001 (0.462)

Godziny wysitku/tydzien 0.214 (0.940) <0.001(0.849 <0.001 (0.870)
)

<0.001(0.733

)
)
<0.001(0.794)
)
)

AUDIT 0.171 (0.935) <0.001(0.833 0.005 (0.926)
DUDIT <0.001 (0.600) <0.001 (0439 <0.001 (0.193)
BDI 0.058 (0.911) 0.001 (0.923) <0.001 (0.883)

n = rozmiar grupy; W — Statystyka W; p — warto$¢ p; BMI — body mass index; AUDIT — wynik
Alcohol Use Disorders Identification Test; DUDIT — wynik Drug Use Disorder Identification Test;

BDI — wynik Beck Depression Inventory.

TABELA DODATKOWA 3: Poréwnanie czestosci dodatkowych zmiennych kategorycznych

w grupach rozréznionych na podstawie wariantow rs4354668.

) GG TG T
Zmienna
n=21 | % GG | n=57 | % TG | n=47 | % TT Va p

Zamieszkanie z rodzing 9 42.86 21 36.84 17 36.17 | 0.302 | 0.860
Rodzina kompletna 19 90.48 46 80.70 41 87.23 - 0.565
Oboje zyjacych rodzicow 21 100 53 92.98 46 97.87 - 0.394
Rodzic mieszkajacy za o o0 | 8 |1404| 6 |1277] - o219
granica,

Rodzic pracujacy za 2 952 | 10 | 1784 | 7 | 1489 | - | o715
granica.

Rodzic bezrobotny 2 9.52 12 21.05 6 12.77 - 0.39%4
Brak rodzenstwa 2 9.52 13 22.81 6 12.77 - 0.300

dalszy cigg tabeli na nastepnej stronie
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Niedoczynno$c tarczycy 3 14.29 15.79 5 10.64 0.780
Zespot jelita drazliwego 2 9.52 4 7.02 1 213 0.282
Astma 1 4.76 5.26 2 4.26 1.000
Tradzik 3 14.29 10 17.54 9 19.15 0.952
Otyly krewny 6 28.57 12 21.05 6 12.77 0.259
Stan przedeukrzycowy 3 | 1420 2 | 351 4 | 851 0.234
u krewnego

Cukrzyca typu | 2 |9s | 5 |81 | 2 | 42 0,650
u krewnego

Hipercholesterolemia 8 | 3810 | 14 | 2456 | 11 | 2340 | 1.795 | 0.408
u krewnego

Hipertrigliceridernia 2 | 952 | 6 |108| 4 | 85 1,000
u krewnego

Depresja u krewnego 9.52 9 15.79 13 27.66 0.180
Alkoholizm u krewnego 9.52 10 17.54 7 14.89 0.715
Jakiekolwiek zaburzenie 3 | 1420 | 17 | 2082 | 17 | 3647 | 3338 | 0.188
psychiczne u krewnego

Wyksztalcenie 20 | 9524 | 52 |9123| 41 | 8723 0.667
ponadpodstawowe

Wyksztatcenie wyzsze 1 476 5 8.77 6 12,77

Wyksgta’;cenie podstawowe 1 476 1 175 0 0 0.903
matki

Wyksztatcenie . 4 |1905| 12 | 205| 9 | 1915
ponadpodstawowe matki

Wyksztatcenie wyzsze 1 | a6 | 5 |87 | 4 | 851

niepetne matki

Wyksztatcenie wyzsze 15 | 7143 | 39 | esd2 | 34 | 723

matki

Wykszta’;cenie podstawowe 1 476 1 175 1 213 0.884
ojca

Wyksztalcenie 3 | 1429 | 9 |1579| 10 | 2128

ponadpostawowe ojca

Wyksztaloenie wyzszenie | 5 | 531 | 41 | 1930 | 7 | 14.89

niepetne ojca

Wyksztatcenie wyzsze ojca 12 57.14 36 63.16 29 61.7

n=rozmiar grupy; y2 — Chi kwadrat; p = warto$¢ p; RHDA — ryzykowne lub szkodliwe picie alkoholu;

RHDU - ryzykowne lub szkodliwe uzywanie narkotykow; RD — ryzyko depresji
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TABELA DODATKOWA 4: Ocena normalnos$ci rozkladéw wartosci zmiennych ciaglych
w grupach rozréznionych na podstawie wystepowania ryzykownego lub szkodliwego

uzywania narkotykow.

Zmienna nie-RHDU p (W) RHDU p (W)
n=112 n=13

Wiek 0.094 (0.980) 0.337 (0.930)
BMI <0.001 (0.896) 0.558 (0.947)
Papierosy/dzien <0.001 (0.290) 0.011 (0.817)
Godziny wysilku/tydzien <0.001 (0.859) 0.072 (0.880)
Liczba rodzenstwa <0.001 (0.803) <0.001 (0.688)
AUDIT <0.001(0.877) 0.941(0.974)
BDI <0.001(0.901) 0.690 (0.956)

RHDU - ryzykowne lub szkodliwe uzywanie narkotykéw n = rozmiar grupy; W — statystyka W;
p — warto$¢ p; BMI — body mass index; AUDIT — wynik Alcohol Use Disorders Identification Test;
DUDIT — wynik Drug Use Disorder Identification Test; BDI — wynik Beck Depression Inventory.

TABELA DODATKOWA 5: Poréwnanie czestosci dodatkowych zmiennych kategorycznych
i ich procentowych udzial w grupach rozréznianych na podstawie wystepowania

ryzykownego lub szkodliwego uzywania narkotykow.

nie-RHDU % RHDU % OR 95% Cl p

Zmienna n=112 n=13

Zmieszkanie z rodzing, 45 40.18 2 15.38 | 0.273 | 0.028-1.340 | 0.129
Rodzina kompletna 96 85.71 10 | 76.92 | 0.559 | 0.124-3.496 | 0.416
Oboje zyjacych rodzicow 108 9643 | 12 | 92.31 | 0.448 | 0.040-23.691 | 0.428
Rodzic zamieszkaly za granicq, 12 10.71 2 15.38 | 1.509 | 0.146-8.291 | 0.639
Rodzic pracujacy za granica, 18 16.07 1 769 | 0437 | 0.010-3.322 | 0.690
Rodzic bezrobotny 19 16.96 1 7.69 | 0410 | 0.009-3.099 | 0.691
Brak rodzenstwa 18 16.07 3 23.08 | 1.560 | 0.252-6.912 | 0.457
Zespot jelita drazliwego 6 5.36 1 7.69 | 1.467 | 0.030-13.823 | 0.546
Astma 5 4.46 1 7.69 | 1.773 | 0.035-17.915 | 0.490
Tradzik 21 18.75 1 7.69 | 0.363 | 0.008-2.721 | 0.462
Otyty krewny 20 17.86 4 30.77 | 2.031 | 0.415-8.223 | 0.273
Stfrr;@f:;;”mycowy 7 625 | 2 | 1538 | 2697 | 0.245-16.794 | 0.236
Cukrzyca typu Il u krewnego 7 6.25 2 15.38 | 2.697 | 0.245-16.794 | 0.236
l';'ifr‘zvcv'r‘]‘:gejte“"emia 29 2589 | 4 |3077 1270 | 0.265-4.99 | 0743
Hipertrigliceridemia u krewnego 1" 9.82 1 769 | 0.767 | 0.016-6.214 | 1.000

dalszy cigg tabeli na nastepnej stronie
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Depresja u krewnego 21 18.75 3 23.08 | 1.297 | 0.211-5.657 | 0.714
Alkoholizm u krewnego 16 14.29 3 23.08 | 1.790 | 0.286-8.041 | 0.416
Jakiekolwiek zaburzenie 32 | 2857| 5 | 3846|1557 | 0.372-5885 | 0.525
psychiczne u krewnego

Wyksztatcenie 102 | 9107 | 11 |8462| - - 0.362
ponadpodstawowe

Wyksztatcenie wyzsze 10 8.93 2 15.38 - - -
Wykgztaicenle podstawowe 2 179 0 0 i i 0.826
matki

Wyksztatcenie ' 2 19.64 3 2308 i i
ponadpodstawowe matki

Wyk§ztaicen|e wyzsze niepetne 10 8.93 0 0 i i
matki

Wyksztatcenie wyzsze matki 78 69.64 10 76.92 - -
Wyksztaicenie podstawowe 3 268 0 0 ) 1,000
ojca

Wykszialoenie 20 |76 | 2 | 1538 :
ponadpodstawowe ojca

Wykszta{cenie wyzsze niepetne 21 18.75 2 15.38 )
ojca

Wyksztatcenie wyzsze ojca 68 60.71 9 69.23 -

n = rozmiar grupy; OR — ilorazy szans; 95% CI — 95% przedziat ufnosci; p — wartos¢ p; RHDA —
ryzykowne lub szkodliwe picie alkoholu, RHDU — ryzykowne lub szkodliwe uzywanie narkotykow

RD —ryzyko depresji.

TABELA DODATKOWA 6: Podsumowanie wartosci uogélnionej inlfacji

wariancji wspélczynnikéw (GVIF)

Predyktor GVIF df GVIF (1/@"d)
Wariant rs4354668 1.299 2 1.068
Zdiagnozowane zaburzenie psychiczne 1.065 1 1.032
Status palenia 1.338 1 1.157
RHDA 1.129 1 1.062

warto$ci GVIF(@* ponizej 2 wskazuja, ze w modelu nie wystgpuje wielowspotliniowo$é
predyktorow.. RHDA — ryzykowne lub szkodliwe picie alkoholu; df — stopnie swobody.



494 Bartosz Dawidowski i wsp.

TABELA DODATKOWA 7: Wartos$ci AIC modeli wybranych przez algorytm glmulti,
ktére nie roznily si¢ od modeli z najwyzszg wartosci AIC o wiecej niz 2.

Predyktory AIC
Wariant rs4354668 + zdiagnozowane zaburzenie psychiczne + status palenia + wynik AUDIT 57.461
Wariant rs4354668 + status palenia + wynik AUDIT 57.557
Wariant rs4354668 + status palenia + wynik AUDIT + wynik BDI 58.007
Wariant rs4354668 + zdiagnozowane zaburzenie psychiczne + status palenia + wynik AUDIT 58.703
+wynik BDI '
Wariant rs4354668 + status palenia + wynik AUDIT + papierosy/dzien 59.314
Wariant rs4354668 + zdiagnozowane zaburzenie psychiczne + status palenia + wynik AUDIT 50,348
+ papierosy/dzien :
Wariant rs4354668 + zdiagnozowane zaburzenie psychiczne + RHDA + status palenia + wynik

59.389
AUDIT
Wariant rs4354668 + RHDA + status palenia + wynik AUDIT+ wynik BDI 59.398

AIC —Kryterium informacyjne Akaike; AUDIT — Alcohol Use Disorders Identification Test; BDI— Beck
Depression Scale; RHDA — ryzykowne lbu szkodliwe picie alkoholu. Najlepiej dopasowany model
zostal pogrubiony.

TABELA DODATKOWA 8: Podsumowanie wartosci uogélnionej inflacji wariancji
wspolczynnikow (GVIF) dla najlepiej dopasowego modelu

Predyktor GVIF df GVIF (/@7
Wariant rs4354668 1.320 2 1.072
Status palenia 1.307 1 1.143
Wynik AUDIT 1.021 1 1.011

warto$ci GVIF2") ponizej 2 wskazuuja, ze w modelu nie wystepuje wielowspotliniowos¢. df —
stopnie swobody. AUDIT — Alcohol Use Disorders Identification Test.



