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STRESZCZENIE

Cel. Celem badania byla ocena zwigzku polimorfizmu Val/Met genu COMT z chorobg afektywna dwubiegunowsa
w grupie pacjentéw leczonych profilaktycznie weglanem litu oraz analiza tego polimorfizmu u tych pacjentéw w zaleznosci
od efektu profilaktycznego litu.

Material i metody. Badanie wykonano u 101 pacjentéw z chorobg afektywna dwubiegunows (41 mezczyzn, 60 ko-
biet) leczonych litem przez co najmniej 5 lat (5-20 lat). Pacjenci byli podzieleni na trzy grupy w zaleznosci od skutecznosci
profilaktycznego leczenia tym lekiem (ER — excellent responders, PR — partial responders, NR — lithium non responders).
Grupa kontrolna sktadata sie z 437 zdrowych oséb (166 mezczyzn, 271 kobiet). Wszyscy pacjenci i osoby zdrowe byli geno-
typowani w zakresie polimorfizmu Val/Met genu COMT przy uzyciu metody PCR.

Wyniki. Rozklad genotypéw Met/Met, Val/Met i Val/Val genu COMT byt istotnie rézny wéréd pacjentéw z chorobg afek-
tywna dwubiegunowg leczonych litem w poréwnaniu z grupg kontrolng. W grupie oséb z chorobg afektywng dwubieguno-
wa istotnie czesciej wystepowaly homozygoty Met/Met, a istotnie rzadziej heterozygoty Val/Met. Rozklad genotypéw nie byt
zgodny z prawem Hardy’ego-Weinberga. W grupie chorych leczonych litem obecnos$é genotypu Met/Met byla najczestsza
u o0s6b z brakiem odpowiedzi (44%), a najrzadsza w grupie z bardzo dobra reakcja (29%).

Wnioski. Uzyskane wyniki wskazuja na réznice w dystrybucji genotypéw pomiedzy pacjentami z CHAD leczonymi
litem a osobami zdrowymi. Przewaga homozygot Met/Met wéréd pacjentéw z CHAD moze sugerowaé asocjacje choroby
afektywnej dwubiegunowej z tendencja do wyzszej aktywnosci dopaminergicznej w korze przedczotowej. Stwierdzono réw-
niez asocjacje pomiedzy obecno$cig genotypu Met/Met i stabsza odpowiedzia na leczenie profilaktyczne litem.

SUMMARY

Objectives. The aim of this study was to assess a relation between Val/Met COMT polymorphism and bipolar affec-
tive illness in a group of lithium-treated patients and also an analysis of this polymorphism in these patients, in relation to
lithium prophylaxis effects.

Methods. The study was performed on 101 patients with bipolar affective illness (41 male, 60 female) treated with
lithium for at least 5 years (5-20 years). The patients were divided into three groups in respect to their response to pro-
phylactic lithium administration (ER — excellent responders, PR — partial responders, NR — lithium non responders). The
control group consisted of 437 healthy persons (166 male, 271 female). All patients and healthy subjects were genotyped
for Val/Met COMT polymorphism using PCR method.

Results. The distribution of genotypes Met/Met, Val/Met, and Val/Val of COMT polymorphism was significantly differ-
ent in bipolar patients treated lithium compared with control group. In bipolar illness group, significantly higher percent-
age of Met/Met homozygotes and significantly lower percentage of Val/Met heterozygotes appeared. Genotype distribution
was not accordant to Hardy-Weinberg principle. In lithium-treated patients a presence of Met/Met genotype was the most
frequent in the group of NR patients (44%) and the least frequent in ER group (29%).
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Conlusions. The results obtained show a difference of genotype distribution between lithium-treated bipolar patients
and healthy control subjects. The preponderance of Met/Met homozygotes in bipolar patients may suggest an association
of bipolar affective illness with a tendency to higher dopaminergic activity in prefrontal cortex. A finding of the study was
also an association between Met/Met genotype and poorer response to prophylactic lithium treatment.

Stowa kluczowe: choroba afektywna dwubiegunowa, lit, katechol-O-metylotransferaza (COMT), polimorfizm Val108(158)Met
Key words: bipolar disorder, lithium, catechol-O-methyl transferase (COMT), polymorphism Val108(158)Met

WSTEP

Uktad dopaminergiczny ma znaczenie patogene-
tyczne w powstawaniu choroby afektywnej dwubiegu-
nowej (CHAD). W grupie pacjentéw chorujacych na
depresje, jak réwniez po probie samobdjczej, stwier-
dzono obnizenie poziomu kwasu homowanilooctowe-
go (HVA), metabolitu dopaminy w plynie mézgowo-
rdzeniowym (Willner i wsp. 1991). Réwniez badania
po$miertne u osdb, ktére popelnily samobdjstwo, wy-
kazaly zmniejszong zawarto$¢ dopaminy w moézgu,
szczegblnie w jadrze ogoniastym i jadrze pétlezacym.
Zmniejszony metabolizm dopaminy w okolicy gtowy
jadra ogoniastego wykazano w badaniu PET w fazie
depresyjnej zaréwno u pacjentéw z chorobg afektywna
jedno-, jak i dwubiegunowg (Willner i wsp. 1991).

Podwyzszony poziom HVA w plynie mézgowo-
rdzeniowym stwierdzono u pacjentéw w fazie manii
(Willner i wsp. 1991). Za rolg uktadu dopaminergicz-
nego w etiologii powstawania zaburzen maniakalnych
przemawiaja réwniez obserwacje Murphy i wsp., kté-
re wykazaly mozliwoé¢ powstawania zaburzenn ma-
niakalnych pod wplywem zazywania substancji ago-
nistycznych do dopaminy takich jak: amfetamina,
bromokryptyna i L-DOPA (Murphy i wsp. 1971). Leki
przeciwpsychotyczne, ktére sa antagonistami dopa-
miny, sg skuteczne w leczeniu stanéw maniakalnych
(Lammers i wsp. 2000).

Enzymem odpowiedzialnym za rozklad dopaminy
w korze przedczolowej jest katechol-O-metylotransfe-
raza (COMT). Znane s3 dwa izoenzymy COMT: cy-
toplazmatyczny (S-COMT) i blonowy (MB-COMT).
W ludzkim mézgu 70% COMT stanowi izoforma bto-
nowa, charakteryzujaca sie dodatkowym fragmentem
sktadajgcym sie z 50 aminokwaséw w rejonie N-konica
biatka (Lundstrom i wsp. 1995). Dwa warianty katechol-
O-metylotransferazy wynikaja z wystepowania dwdch al-
ternatywnych promotoréw w genie kodujacym COMT.

Gen COMT znajduje sie na chromosomie 22
(22q11) i sktada sie z 6 eksonéw (Grossman i wsp.
1992). Najczesciej badanym polimorfizmem czyn-
nosciowym COMT jest polimorfizm Val108(158)Met,
polegajacy na tranzycji G na A w pozycji 158 formy
blonowej enzymu i w pozycji 108 formy cytoplazma-

tycznej enzymu. Zamiana ta prowadzi do substytucji
waliny (Val) metioning (Met) (Lotta i wsp. 1995). Ba-
dania Kirova i wsp. (1998) wykazaly, ze wariant ten
jest 3—4-krotnie mniej aktywny od wariantu z waling.
Powoduje to zwiekszenie poziomu dopaminy w korze
przedczotowej jako wynik mniejszej aktywnosci wa-
riantu Met (Lachman i wsp. 1996). Wedlug niekt6-
rych badaczy moze to odpowiadaé za lepszg czynnosé
kory przedczotowej. Badacze amerykanscy zaobser-
wowali lepsze wyniki testow mierzacych czynnosé
kory przedczotowej u oséb zdrowych i chorych na
schizofrenie, ktérzy posiadali allel Met (Egan i wsp.
2001). Potwierdzily cze$ciowo ten zwigzek badania
Malhotry i wsp. (2002), Peralta i Cuesta (2002) oraz
Rybakowskiego i wsp. (2006).

Shifman i wsp. (2004) wykazali, ze polimorfizmy
genu katechol-O-metylotransferazy mogg wplywaé
na ryzyko wystapienia choréb psychicznych, w tym
choroby afektywnej dwubiegunowej i schizofrenii.
Podobne obserwacje poczynili Funke i wsp. (2005),
badajac 4 polimorfizmy genu COMT w grupach
obejmujacych pacjentéw cierpigcych na zaburzenia
psychotyczne i afektywne. Wykazali oni, Ze r6zne wa-
rianty genu COMT predysponujg do wystgpienia cho-
réb psychicznych, w tym zaburzeni psychotycznych
i afektywnych. Polimorfizm Val/Met genu COMT
istotnie zwieksza ryzyko wystgpienia podtypu choro-
by afektywnej dwubiegunowej z szybka zmiang faz,
wczesnego poczatku depresji oraz depresji wywolanej
czynnikami stresowymi (Kirov i wsp. 1998, Massat
i wsp. 2005, Mandelli i wsp. 2007).

Lekiem pierwszego rzutu w profilaktyce choroby
afektywnej dwubiegunowej jest weglan litu — najstar-
szy i najlepiej poznany lek normotymiczny. W mecha-
nizmie dziatania wskazuje sie miedzy innymi hamo-
wanie czynnoS$ci uktadu dopaminergicznego (Barnes
iwsp. 1986, Carliiwsp. 1997). Mechanizmy te nie sg
do konica poznane. Wiemy, ze lit moduluje dziatanie
uktadu dopaminergicznego miedzy innymi poprzez
oddzialywanie na receptory D, (Ong i wsp. 2005).

Dotychczas pojawila sie jedna praca badajaca zwia-
zek pomiedzy polimorfizmem Val/Met genu COMT
a skutecznoscig profilaktyczng litu. Badania Serretti
i wsp. (2002) nie potwierdzily takiej asocjacji.
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W niniejszej pracy podjeliSmy probe badania aso-
cjacji pomiedzy profilaktycznym dziataniem weglanu
litu a polimorfizmem genu katechol-O-metylotransfe-
razy (COMT) na grupie pacjentéw szczegétowo scha-
rakteryzowanych pod wzgledem przebiegu choroby
w trakcie stosowania litu.

MATERIAL I METODA

Pacjenci

Badaniem objeto 101 oséb (60 kobiet, 41 mez-
czyzn) z rozpoznaniem choroby afektywnej dwubie-
gunowej, leczonych w Poradni Przyklinicznej Klini-
ki Psychiatrii Dorostych Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu, z $rednim wiekiem 52 lat (40-64 lat).
Stezenie litu w surowicy krwi u tych pacjentéw utrzy-
mywalo sie pomiedzy 0,5-0,8 mmol/l. Czas leczenia
weglanem litu wynosit nie mniej niz 5 lat (5-20 lat,
§rednio 15 lat).

Pacjentéw podzielono na 3 grupy, w zaleznosci od
skutecznosci profilaktycznego dziatania weglanu litu:

1. Excellent lithium responders (ER) — pacjenci,
u ktérych nie wystapily epizody afektywne w trakcie
pobierania litu.

2. Partial lithium responders (PR) - pacjenci,
u ktérych nastapita redukcja o 50% epizodéw afek-
tywnych w trakcie pobierania litu w poréwnaniu z
liczba epizodéw przed pobieraniem weglanu litu.

3. Lithium non-responders (NR) — pacjenci,
u ktérych redukcja epizodéw afektywnych byta mniej-
sza niz 50% w trakcie pobierania litu w poréwnaniu
z liczba epizod6w przed pobieraniem weglanu litu.

Badania zostaly zaaprobowane przez Komisje Bio-
etyczng Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Grupa kontrolna

Grupa kontrolna sktadata sie z 437 zdrowych oséb
(166 kobiet, 271 mezczyzn) w $rednim wieku 40
lat (19 — 52 lat). Osoby te rekrutowaly sie sposréd
studentéw medycyny, pracownikéw naukowych UM
w Poznaniu oraz honorowych dawcéw krwi. Osoby te
nie byly szczegétowo badane psychiatrycznie.

Genotypowanie

Polimorfizm Val108(158)Met genu COMT anali-
zowano metodg PCR — RFLP. Amplifikacje polimor-
ficznego fragmentu eksonu 4 genu COMT wykona-
no przy uzyciu starter6w opisanych przez Li i wsp.
(1996). Reakcje PCR przeprowadzono w mieszaninie
reakcyjnej o objetosci 25 ul, ktéra zawierata: 250 ng
genomowego DNA, 0,5 uM startery, 200 uM dNTE
1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KClI, 0,08%

NP40, 0,5 U polimerazy Taq. Zastosowano nastepu-
jacy profil termiczny reakcji PCR: wstepna denatura-
cja przez 3 min. w 95°C; 35 cykli obejmujacych: 30 s
w 94°C, 30 s w 55°C, 30 s w 72°C; konrcowa elongacja
— 5 min. w 72°C. Uzyskany produkt PCR o diugosci
217 pz poddano przez noc analizie restrykcyjnej w
temp. 37°C, uzyto 8 ul produktu PCR, w catkowitej
objetosci mieszaniny restrykcyjnej wynoszacej 12 ul,
przy uzyciu 1,75U enzymu Hsp92 II — izoschizomeru
enzymu Nla III, z zastosowaniem buforu K. Ze wzgle-
du na obecnos$¢ soli w produkcie PCR, uzyto potowy
iloéci buforu K zalecanej przez producenta (w steze-
niu docelowym 0,5x) aby poprawi¢ wydajno$¢ trawie-
nia restrykcyjnego. Produkt PCR poddany analizie
restrykcyjnej rozdzielono w 3,25% zelu agarozowym
z bromkiem etydyny w stezeniu docelowym 0,25 ug/ml
zelu. Genotypy okreslono na podstawie wynikéw roz-
dziatu elektroforetycznego. W przypadku allelu Met
stwierdzano fragmenty DNA o wielkosci 96 i 40 par
zasad, a dla allelu Val fragment DNA o wielkosci 136
par zasad; dodatkowo zawsze obecny byl fragment
o wielkos$ci 81 par zasad — pochodzacy z niepolimor-
ficznego miejsca restrykcyjnego obecnego w amplifi-
kowanym odcinku DNA.

Analiza statystyczna

Analize zmiennych prowadzono przy zastosowa-
niu testéw 2. Komputerowy program SPSS (wersja
10) byt uzyty do przetwarzania analiz statystycznych.

Zgodno$¢ rozkladu genotypéw z prawem
Hardy’ego-Weinberga analizowano przy uzyciu pro-
gramu ,,Utility Programs For Analysis Of Genetic Lin-
kage”.

WYNIKI

Wséréd badanych pacjentéw znajdowaly sie 24
osoby z bardzo dobrg reakcjg na lit (23,8%), 13 ko-
biet i 11 mezczyzn, 52 osoby z czeSciowa reakcjg na
lit (51,5%), 33 kobiety i 19 mezczyzn i 25 os6b bez
reakcji na profilaktyczne dzialanie litu (24,7%), 14
kobiet i 11 mezczyzn. W kazdej z grup wystepowaly
w rodzinie choroby psychiczne (41% — ER, 53 — PR
i 37,5% — NR). Srednia wieku rozpoczecia choroby
i czas leczenia litem we wszystkich grupach byl po-
dobny. W tabeli 1. przedstawiono charakterystyke
kliniczng badanej grupy pacjentéw. Wéréd genotypéw
pacjentéw stwierdziliSmy wyraZzne odstepstwo od pra-
wa Hardy’ego-Weinberga (H-W) (p=0,002).

W tabeli 2. przedstawiono poréwnanie calej grupy
pacjentéw z grupg kontrolng. Wéréd chorych stwier-
dziliSmy czestsze wystepowanie homozygot Met/Met,
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Tabela 1. Kliniczna charakterystyka grup pacjentéw

Ogo6tem ER PR NR

n =101 n =24 n =52 n =25
Wiek 52.7+11.9 | 57.8x14.2 | 53.2+12.2 | 54.1+8.4
Pte¢ [M:K] 41:60 11:13 19:33 11:14
Choroby psychiczne w rodzinie 41 11 24 6
N (%) (46,6%) (40,7%) (53,3%) (37,5%)
Wiek rozpoczecia choroby lata [+SD] 31.5+10.7 33.0x11.6 31.1=10.9 | 30.1=8.5
Trwanie choroby przed litem lata [=SD] 7.4+7.4 9.7+£9.6 5.6+5.9 8.7+6.0
Czas leczenia litem lata [+=SD] 157 14.0%7.1 15.3+7.9 13.8+5.8
Liczba epizodéw afektywnych przed wprowadzeniem litu [+SD] 6.2+4.1 7.0£3.6 6.0x4.5 5.8+3.9
Liczba epizod6w afektywnych po wprowadzeniu litu [+SD] 3.3+£3.9 0 3.5%2.7 8.2+4.8

Tabela 2. Por6wnanie liczebnos$ci genotypéw polimorfizmu Val108/158Met genu COMT w grupie pacjentéw w stosunku

do grupy kontrolnej
Genotypy Allele
COMT COMT COMT

Met/Met Val/Met Val/Val Met Val

Grupa kontrolna 107 230 100 444 430
P (24,5%) (52,6%) (22,9%) (51%) (49%)

Pacienci 38 35 28 111 91

! (37,6%) (34,7%) (27,7%) (55%) (45%)

Istotno$¢ pomiedzy pacjentami dwubiegunowymi i grupg kontrolng: y2 = 11,445, df = 2, p = 0,003 dla genotypéw i p = 0,310 dla alleli

Tabela 3. Rozklad genotyp6w i alleli genu COMT u pacjentéw z chorobg afektywna dwubiegunowa

Genotypy Allele
COMT COMT COMT Met Val
Met/Met Val/Met Val/Val

ER 7 11 6 25 23
(29,2%) (45,8%) (25%) (52%) (48%)

PR 20 18 14 58 46
(38,5%) (34,6%) (26,9%) (56%) (44%)

NR 11 6 8 28 22
(44%) (24%) (32%) (56%) (44%)

ER - excellent lithium responders, PR - partial lithium responders, NR - lithium non-responders
ER vs grupa kontrolna: p = 0,779 dla genotypéw; p = 0,880 dla alleli
PR vs grupa kontrolna: p = 0,033 dla genotypéw; p = 0,352 dla alleli
NR vs grupa kontrolna: p = 0,017 dla genotypéw; p = 0,561 dla alleli
ER+PR vs grupa kontrolna: p = 0,049 dla genotypéw; p = 0,429 dla alleli
PR+NR vs grupa kontrolna: p = 0,001 dla genotypéw; p = 0,257 dla alleli

a rzadsze genotypu Val/Met w poréwnaniu z osobami
zdrowymi. Poréwnujac genotypy pacjentéw z grupa
kontrolng, wykazano znamienng statystycznie rdz-
nice (p=0,003), nie wykazano za$ takiej korelacji
z allelami (p=0,310).

W tabeli 3. przedstawiono poré6wnanie rozkladu ge-
notypow i alleli genu COMT u pacjentéw z chorobg afek-
tywna dwubiegunowa w zaleznosci od reakcji na lit.

Poréwnujac genotypy poszczegélnych grup pacjen-
tow otrzymujacych profilaktycznie lit z grupa kon-
trolng, wykazano statystyczng istotno$¢ w grupach
z cze$ciowy reakcja na lit (p=0.033) oraz jej brakiem
(p=0.017). U osbb z gorszg reakcja na lit (PR+NR)
znamiennie czeSciej wystepowal genotyp Met/Met
(p=0.001).
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OMOWIENIE WYNIKOW

Wryniki naszych badan wykazaly znaczace réznice
w wystepowaniu genotypéw genu COMT pomiedzy
pacjentami z chorobg, afektywna dwubiegunows leczo-
nych litem a grupg kontrolng. W badanej grupie istotnie
czesciej wystepowal genotyp Met/Met. Wynik jest zgod-
ny z badaniami, ktére przeprowadzili Mynett-Johnson
iwsp. (1998), Papolosiwsp. (1998), Kiroviwsp. (1998),
Li i wsp. (1997) oraz Craddock i wsp. (2001), ktérych
to wyniki wykazaly asocjacje miedzy chorobg afektyw-
na dwubiegunowg a allelem Met genu COMT. Badania
Massat i wsp. (2005) oraz Shifman i wsp. (2004) wyka-
zaly korelacje pomiedzy allelem Val a CHAD. Przewaga
allelu Met w badanej grupie moze sugerowac zaleznosé
pomiedzy CHAD a tendencja do wzmozonej aktywno-
$ci uktadu dopaminergicznego w korze przedczotowej
(Kirov i wsp. 1999). Efekt ten jest zwigzany z mniejszg,
aktywnos$cig wariantu COMT zawierajacego metionine,
powodujac zmniejszenie rozktadu dopaminy.

Wykazaliémy réwniez, ze posiadanie przez pacjen-
téw genotypu Met/Met wigzalo sie z gorsza odpowiedzia
na profilaktyczne leczenie litem. Genotyp Met/Met jest
zwigzany z lepsza sprawnoscia funkcji poznawczych
kory przedczolowej. Podobng zalezno$¢ wykazalismy
w poprzednim badaniu polimorfizmu Val66Met genu
BDNF (brain derived neurotrophic factor), ze gorszy
efekt profilaktyki weglanem litu uzyskali chorzy z alle-
lem Val, ktéry taczy sie z lepsza aktywno$cia kory przed-
czolowej (Rybakowski i wsp. 2005). W zwigzku z tym lit
moze dziala¢ lepiej u oséb z pierwotng, ,genetyczng’
predyspozycja do stabszych funkcji poznawczych.

WNIOSKI

1. Stwierdzono asocjacje  pomiedzy choro-
bg afektywng dwubiegunowa a polimorfizmem
Val108(158)Met genu COMT. Znamiennie czedciej
wystepowal genotyp Met/Met, a rzadziej Val/Met
W poréwnaniu z osobami zdrowymi.

2. Stwierdzono asocjacje pomiedzy skutecznoscig
profilaktyczna litu wéréd pacjentéw z chorobg afektyw-
ng dwubiegunows a polimorfizmem Val108(158)Met
genu COMT. Genotyp Met/Met genu COMT istotnie
czesciej wystepowal wsréd pacjentéw ze stabszg reak-
cja na leczenie profilaktyczne litem.

3. Ograniczeniem wynikéw badania bylo odstepstwo
od prawa Hardy ego-Weinbera w grupie pacjentéw
z chorobg afektywna dwubiegunowsg leczonych litem.

Praca wykonana w ramach grantu KBN: 6P05B
012 26, 2P05B 044 30.
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