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A COMT Val158Met polimorfizmus (rs4680) és a nikotin

dependencia
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Marosvésarhelyi Orvosi és Gydgyszerészeti Egyetem, Genetika Tanszék

Polimorfismul COMT - Val158Met (rs4680) si
dependenta la nicotina

Prin eliberarea dopaminei fumatul produce dependentd la
nicotina. Toate genele ale ciror produse intervin in metaboliza-
rea dopaminei sunt candidate pentru dezvoltarea dependentei.
rs4680 este un polimorfism functional al genei COMT (cate-
chol-O-metil-transferazd), care determind aparitia a doud
alele cu produs genic diferit din punct de vedere functional: o
enzimd cu activitate crescutd Val158 (H-high, G1497) respectiv
redusd Met158 (L-low;, A1497). Desi rezultatelele sunt contra-
dictorii, s-a presupus ca purtatorii polimorfismului prezinta un
risc crescut de a dezvolta dependenta. Totodata existd diferente
populationale importante, iar pe baza literaturii de specialitate
accesibila la populatia autohtona nu au fost publicate studii
in acest sens. In cadrul unui studiu caz-control am analizat
polimorfismul rs4680 prin metoda PCR-RFLP utilizind Nla
III in relatie cu trisiturile dependentei la nicotind estimata
prin sistemele NDSS, HSI si FNDS adaptate pentru populatia
locald la 147 fumatori si 109 nefumatori. Desi riscul calculat
pentru dezvoltarea fumatului apreciat prin OR (odds ratio) in
cazul GG vs AA a fost de 1,91 (CI95%: 0,5-5,2, p>0,05), iar in
cazul GG vs GA+AA de 1,51 (CI95%: 0,5-4,3, p>0,05), sco-
rul global al dependentei la nicotine respectiv componentele
dependentei apreciate prin NDSS - si anume impulsul §i priori-
tatea — au prezentat diferente semnificative din punct de vedere
statistic in functie de genotip (p=0,03). Pe baza acestor date se
pare ca rs4680 nu este un factor de risc important pentru dez-
voltarea fumatului, insd influenteazd dependenta la nicotina,
iar studii sumplimentare ar putea avea implicatii directe asupra
interventiilor personalizate eficiente.

Cuvinte cheie: : dependentd la nicotind, polimorfismul genei
COMT

A dohanyzas magas morbidtassal és mortalitassal tar-
suld kozegészségiigyi probléma. A kancerogén hatdson
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The COMT - Vall158Met polymorphism (rs4680) and
nicotine dependence

By dopamine release, nicotine reinforces continued use, so
genes encoding enzymes responsible for dopamine metabo-
lism are candidates for dependence. rs4680 is a functional
polymorphism of COMT (catechol-O-methyl-transferase),
determining a high activity Vall58 (H, G1497) and low
activity Met158 (L, A1497) variant. Though results found
have been contradictory, it has been suggested that Val158
carriers are at increased risk to develop addiction. There are
differences between the populations, and to our best knowl-
edge no study in the local population has been carried out
in this respect. In a case-control study we analyzed rs4680
by PCR-RFLP using Nla III in association with the char-
acteristics of nicotine dependence estimated by NDSS, HSI
and FNDS adapted for the local population in 147 smokers
and 109 non-smokers. Though genotype associated risk for
smoking was not statistically significant (GG vs AA: OR =
1.96, CI95%: 0.5-5.2, p >0.05; GG vs GA+AA: 1.54, CI95%:
0.5-4.3, p > 0.05), the overall scores of dependence and its
certain components, namely drive and priority, showed sig-
nificant differences across the genotypes (p<0.05). In con-
clusion, COMT appears as a risk modifier involved in the
development of nicotine dependence rather than a suscep-
tibility gene for the development of smoking. Further inves-
tigations in this respect could have direct practical impor-
tance in increasing the efficacy of cessation attempts on an
individual basis.

Keywords: nicotine dependence, COMT gene polymorphism.

kiviil a nikotin fligg6ség kialakuldsa jelenti a legnagyobb
veszélyt. A nikotin dependencia magyarazza a dohanyzok
70%-ndl a sikertelen leszokast [10].

A dohanyzas hattere multifaktorialis. A nikotin
dependencia kilakuldsaban genetikai és kornyezeti ténye-
z06k jatszanak szerepet. A nikotin a mezokortikolimbikus
rendzser aktivaldsa révén dopamin felszabaditdst ered-
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ményez, és Ugy tartjak, hogy ez jatszik szerepet az agyi
jutalmazas-megerdsités (reward-reinforcing) folyamat-
ban, amely az ismételt és fokozott hasznalatot erdsiti,
fenntartja. Mindezek alapjan a dopamin anyagcserében
szerepet jatszo gének a nikotin dependencia kandidansai.
Kozilik a legfontosabbnak a COMT (katekol-O-metil
transzferdz) tlinik, amelynek Vall58Met funkcionadlis
polimorfizmusa (rs4680) az enzimaktivitds mddositdsa
révén kockazati tényezéként szerepelhet a fliggdség kiala-
kuldsaban [1, 3, 10, 16].

A helyi populaciora is jellemz6, fiatalok és nék koré-
ben egyarant terjedd, komoly egészségiigyi terhet okozo
dohanyzas sikeres prevencidjanak illetve kezelésének
kulcsa lehet az egyéni rizikéfelmérés alapjan torténd
perszonalizalt beavatkozds. A rizikéfelmérés valamint
az ezt kovetd farmakogenetikai vizsgalatokbol kiinduld
egyénre szabott kezelés a genetikai hattér tisztazasan ala-
pul [3, 4]. Ennek keretében, a jelen tanulmanyt tovabbi
érvekkel indokoltak a COMT génnel kapcsolatos ellent-
mondasos publikaciok, [14] a polimorfizmus popula-
cios killonbségei, valamint a hazai lakossag ezen iranyu
kivizsgalasanak hianya.

Anyag és modszer

A tanulmanyban 147 dohanyzé és volt-dohanyos vala-
mint 109 nem dohdnyzé személy vett részt Maros és
Hargita megyébdl, irott beleegyezésiiket kovetSen.

A dohanyzas valamint nikotin dependencia illetve
a fiiggdség jellemvonasainak megitélésére a FNDS
(Fagerstrom Nicotine Dependence Scale), HSI (Heaviness
of Smoking Index) és NDSS (Nicotine Dependence
Syndrome Scale) modszereket alkalmaztuk, a kérddive-
ket a helyi populdciénak megfelel6en adaptalva, magyar
és roman nyelvre leforditva [8, 9, 15].

A COMT polimorfizmus vizsgalatit PCR-RFLP
analizissel végeztilk, Whatman kartydra (Whatman
FTA °Elute Cards) levett, szobah6n megszaritott vala-
mint szallitott kapillaris vérmintakbdl nyert DNS-béL.
Az amplifikdcihoz hasznalt primerek nukleotid-

szekvencigja  5-TACTGTGGCTACTCAGCTGTGC-3'
(fw) illetve 5-GTGAACGTGGTGTTGAACACC-3'

(rev) (Eurogentec) volt, a reakci6 korillményei pedig 95°
- 30 sec, 60° - 30 sec illetve 72° - 45 sec, 3 perces el6-
zetes denaturdciot kovetden, befejezésképpen pedig 5
perc extenzidval. Az enzimatikus hasitdst Nla III - Hin
11T (Fermentas Life Sciences) restrikcidés endonukldzzal
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végeztik, majd a fragmentumok szétvalasztasira az
elektroforézist 2%-os agaroz gélben végeztiik.

Az eredmények statisztikai feldolgozasakor a Statistica
6.0 (Statistica version 6, StatSoft Inc., 2001) és GraphPad
InStat 3 (GraphPad InStat version 3.00 for Windows 95),
szamitogépes programokat hasznaltuk.

Eredmények

A vizsgalati csoportok demografiai jellemzésének vala-
mint dohdnyzasi szokdsainak adatait az 1. és a 2. tablazat
tartalmazza.

A NDSS, HSI (= 2 - enyhe/mérsékelt dependencia)
és FNDS < 4 (mérsékelt dependencia) rendszerben sza-
molt indexek az aktudlis dohanyzoknal enyhe/mérsékelt
dependenciat mutattak -0,39, 2,8 illetve 3,38 medidn érté-
kekkel, a két nem kozott statisztikailag szignifikdns eltérés-
sel: a nikotin dependencia globalis indexei minden esetben
jelent6sen erésebbnek bizonyultak férfiak esetében (NDSS
-0,32/-0.48, FNDS 3.23/2.93, HSI 2.16/1.83; p<0,05).

1.tablazat. A vizsgalati csoportok demogéfiai jellemzése

Dohdnyos YOIt Nerm-
(N=8 S)y dohdnyos dohdnyzé
- (N=62) (N=109)
Nem (férfi/né, %) 52,2/ 47,8 54,8/ 45,2 50,4/49,6
Eletkor (év, dtlag + SD) 37,8493 392+97 352+10,1
alapfoku 12,9 14,5 6,42
Végzettég (%
grettég () 7 repfokts 71,8 742 54,09
egyetemi 15,3 11,3 45,87
<700 12,9 14,3 7,33
Havi
jovedelem  700-1500 647 6775 32,1
(RON, %) 1500-
3000 15,3 12,5 41,31
> 3000 7,1 6,45 19,26
Lakhely (vdrosi/falusi 84,7/ 153 83,9/16,1 94,5/5,5
kornyezet, %)
Csalddi hézas 68,2 87,1 80,74
allapot (%) hajadon 31,8 12,9 19,26

A COMT gén GI1497A szubsztiticié okozta SNP
(single nucleotide polymophism) mutacidja a Nla III
restrikciés endonukledz alkalmazdsakor az A allél eseté-
ben 18+88+96 bp mig a G allél esetében 18+114 bp rest-
rikcios fragmentumokat eredményezett. (1. abra)
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Az G - A allél-frekvencia a dohdnyos (jelenleg
dohanyzo és volt dohanyos) és a nem-dohanyzé vizsga-
lati csoportndl 53,1 — 46,9 illetve 44,4 - 55,6%, mig a GG
- GA - AA genotipusok talalt megoszlasa 30,6 — 44,9 -
24,5 valamint 22,2 - 44,4 - 33, 3% volt.

2.tablazat. A dohdanyzasi szokasok jellemzése a vizsgélati
csoportokban

. Volt
Dohdnyosok dghdnyosok

Eletkor az els cigaretta

elszivdsakor 16,7 +3,2 16,5 + 2,4
(év, dtlag = SD)
<10 37,6 60,7
Naponta
elszivott 11-20 56,5 28,6
cigarettdk 21-30 47 10,7
szdama (%)
>31 1,2 0
<6 honap 2,4 3,6
A dohdnyzds 6 honap -1 év 0 3,6
idétartama
(%) 1-5év 8,2 28,6
5-10 év 18,8 14,3
>10 év 70,6 50
kivancsisag 50,6 67,9
A dohdnyzas masok utdnzasa 14,1 28,6
kiprobald- .74 2,4 71
sanak oka
(%) stressz 4,7 0
unalom 2,4 3,6
bardtok hatdsa 36,5 39,3
Nikotin potlds kisérlete (%) 4,8 0
Elvondsi ingerlékenység 318 17,9
tiinetek nyugtalansdg 35 14,3
(%) testsiily gyarapodds 15,3 39,3
reggel ébredés utdn 67 32,1
étkezés utdin 47 32,1
A rdgytjtds  vdrakozds kozben 26 21,4
el.s.o.c.ileg,es . tdrsasdgban 52 71,4
koriilményei
(%) stresszhelyzetben 27 17,9
egész nap 14 28,6
betegség esetén is 1,2 3,6
nyugodt, 57,6 53,6
Személyiség ~_kiegyensulyozott
tipus (%) 5
p fzggodalmaskodo, 124 46,4
ideges
kdvé fogyasztds 80 64,3
Egyéb .
szokdsok (%) alkohol fogyasztds 9,4 3,6
drog haszndlat 0 0

A dohényzas esetében szamolt OR (odds ratio) GG
illetve AA esetében 1,91 (CI95%: 0,5-5,2, p>0,05), mig
GG és GA+AA esetén 1,51 (C195%: 0,5-4,3, p>0,05).

1. abra. A COMT Val158Met elektroforetikus képe néhany
vizsgdlati személynél Nla lll enzimmel torténé hasitast
kovetden (1,4,6 - GA, 2, 3,5, 7 — AA, 8 — GG; marker)

3.tablazat. A nikotin-dependencia jellemzgi kozotti
kulonbségek a genotipus szerint (p —“one tailed”, Mann-
Whitney U teszt)

S 2 «
$ iy 3 2 2 2
IS <} = = ~
& g g S g s
= 2 s 9 = S =
s 2 S + S RS
= 55 > A = Q.8
GGvs
AA 0,02 0,08 0,4 0,02 0,3 0,03
GGvs
GA+AA 0,04 0,19 0,12 0,04 0,24 0,03

A nikotin-dependencia globalis indexei a genotipus
szerint szignifikans kiilonbséget mutatnak: GG - AA
illetve GG - GA+AA esetében 0,722 — 0,026 illetve 0,722
- 0,141 (p<0,05). Az NDSS rendszerrel megitélt nikotin-
dependencia komponensei kozott észlelt kiilonbségek
mértékét a genotipus alapjan a 3. tablazatban bemutatott
Mann-Whitney teszttel szamitott p értékekek szemléltetik.

Megbeszélés

Iker és csalad viszgalatok igazoljak a genetikai tényez6k
szerepét a dohanyzasi fiigg6ség kialakulasdban. A dohany-
zas mérsékelt heritabilitdst mutat. A nikotin-dependencia
genetikai hatterének vizsgalatakor a nikotin receptorok
valamint az anyagcsere - hatds kivitelezésében szerepet jat-
sz6 molekuldkat kodolo gének tekintheték kandidansnak
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(CYP2A6, CYP2D6, 5-HT2A, COMT, DR stb.) [3, 11, 16]
Ezen beliil a dopaminerg rendszer az addiktiv szerek hasz-
nélatanak meger6sitésében (reinforcing) betoltott szerepe
miatt kiilonos fontossagu [6, 7].

Az agyi jutalmazé hatds harom rendszer (dopamin,
GABA, endogén opioid) keretén belill valosul meg. Mds
dependenciat okozé szerekhez hasonléan, a nikotin akti-
valja a mezokortikolimbikus rendszert, amely dopamin
felszabadulassal jar, ez pedig az agyi jutalmazd-megerd-
sité (reward-reinforcing) hatds kialakitasaban jelentGs
szerepet jatszik. A megszokds a dozis emelésével jar, az
onadagolast az alacsony felezési id6 mellett az enzim
indukcié tovabb fokozza. A dohdnyzas elhagyasa - a
nikotin megvonasa elvonasi tiinetekkel jar [10].

A folyamat 1épései illetve a rendszer részei a dopa-
min szintézis a dopaminerg neuronokban (TH - tirozin
hidroxildz), a dopamin felszabadulds a pre-szinaptikus
neuronokbol, a poszt-szinaptikus neuronok receptora-
inak (DRD1-5) aktivalasa, a dopamin pre-szinaptikus
neuronok 4ltal torténd ujrafevétele (DAT - dopamin
transzporter) és a felszabadult dopamin metabolizacidja
(DBH - dopamin beta-hidroxilaz, MAO - monoamin-
oxidaz, COMT - katekol-O-metil transzferaz) [10].

A COMT Mg*
katekolaminok (dopamin,

dependens enzim amely a

adrenalin, noradrenalin)
lebontasaban illetve inaktivicidjaban jatszik szerepet,
moduldlva a dopaminerg neurotranszimssziét ugy a
prefrontalis kortexben, mind a mezolimbikus jutalmazasi
rendszerben. Hatdsa pleiotrop, befolyasolja a kognitiv
funkciok kivitelezését, érzelmi folyamatokat, magatartds
formakat, és szamos betegség kilakulasat (skizofrénia,
bipolaris pszihozis, emld illetve méh-daganat stb.) [6, 7].

A 22q11.21 lokalizaciéja COMT gén 6 exonnal ren-
delkezik. Két promoterrel miikodik, az alternativ transz-
kripciés iniciacié két forma - a révid, citoplazmaban
talalhato, szolubilis (soluble; S-COMT, 221 aminosav)
és a membranhoz kotott, hosszid (membrane-bound ;
MB-COMT, 271 aminosav) izoenzim megjelenését ered-
ményezi. MB-COMT elsésorban az agyban talalhato,
mig a S-COMT a vérben és a kiilonb6z6 szervekben. A
MB-COMT szubsztrat-affintdsa magasabb, katalitikus
aktivitasa azonban alacsonyabb az S-COMT formahoz
viszonyitva. A COMT leginkabb tanulmanyozott és jel-
lemzett gyakori polimorfizmusa a funkcionalis rs4680. A
4. exonban taldlhato tranzicid jelleg(i szubsztiticié (G>A)
aminosav cseréhez vezet, a két izoenzimnek megfelelen
kiilonb6z6 pozicidban (Vall58Met - MB-COMT illetve
Vall08Met - S-COMT). A funkciondlis polimorfizmus
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kovetkeztében eltéré enzimaktivitds jelentkezik. Igy a
Val158 aktivabb (high activity allele; H) mint a Met158
(low activity allele; L): a stabilabb H allél géntermék a
dopamint 3-4-szer er6sebben metabolizalja [1, 3, 4, 5].

Az A/Met hordozdit “worrier” - aggddo személyeknek
tartjak: az alacsony enzimaktivitds magasabb dopamin
szinttel jar, alacsonyabb fdjdalom-kiiszob, jobb memoria
és figyelem-0sszpontositas jellemzd. Ezzel szemben a G/
Val homozigotakat “warrior”, harcos alkatnak tartjak: a
magas COMT aktivitas alacsonyabb prefrontdlis dopa-
min szinttel jar, igy a fajdalom kiisz6b magasabb, a stressz
tolerancia jobb, 4am a kognitiv teljesitmények gyengéb-
bek. A nikotin a dopamin felszabadulast segiti el6, igy a
H allélt hordozé dohdnyzdknal az alacsonyabb dopamin
szint és eltéréen érzékelt agyi jutalmazasi folyamat hozza-
jarulhat a dependencia kialakulasahoz [7, 12].

Szamos tanulmanyban kovették az rs4680 és dohany-
zéas valamint nikotin-dependencia kozotti Osszefiiggést,
am eltérd eredményeket talaltak: egyeseknek az sszefiig-
gést nem sikeriilt igazolniuk [6, 7, 12], mig masok jelent&s
tarsulast talaltak a gén-valtozat illetve GG genotipus és a
dohanyzas kialakulasa, a nikotin-dependencia valamint a
dohanyzas elhagyasanak sikertelensége kozott [1, 2, 3, 5,
13]. Eredményeink az elsé csoportot erdsitik, azaz a vizs-
gélt populacional a COMT nem tlinik a dohanyzas kiala-
kitasdban jelentds kockazati tényezének. Megjegyzend§
azonban, hogy a feltételezett minor génhatds miatt a
kisszamu vizsgalati személy a kapott eredmény értékét
korlatozza, és egyértelm kovetkeztetések levonasa végett
indokolt a tanulmany kiterjesztése. Ugyanakkor a jelen-
tdsnek vélt populacios kiilonbségek miatt sziikséges a
vizsgalatok reprodukcidja valtozé népcsoportokndl, és
tanulmanyunk elvégzésekor a hazai populacional a ren-
delkezéstinkre 4ll6 szakirodalomban sem allél frekvencia
adatokat, sem ilyen iranyu vizsgalatokat nem talaltunk.

Noha az alacsony enzimaktivitas dominansnak tekin-
tett, és egyes szerzOk ajanlasa alapjan a szamitasok alkal-
maval az AA és GA homo- és heterozigdta esetek egyiitt
kezelhet6k, valdjaban a heterozigétak enzim-aktivitasa
atmeneti értéket mutat a domindans és recessziv homozi-
gotakhoz viszonyitva, tehat intermedier 6roklédésrél van
sz6. Ezt megprobaltuk szamitasaink soran figyelembe
venni, am a viszonylag alacsony esetszam valamint a cse-
kély gén-hatas esetében, és a ritka GG genotipus az ered-
mények 6vatos interpretalasat indokolja.

Az NDSS modszer kivitelezése bonyolultabb ugyan,
am a legalkamasabb a dependencia megitélésre, hiszen
a fiiggdség kiillonbozé Osszetevéinek tanulmanyoza-
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sara is megfelel. Mindharom rendszer alapjan a nikotin
dependencia kifejezettebbnek bizonyult férfiaknal, az
alacsony illetve atlagon feliili jovedelemmel rendelkez6k
esetében, amely vélhetéen a kifejezettebb stresszel tarsuld
életmoddal magyarazhato. A genotipusos Osszefiiggések
tanulmanyozasakor a férfiak és nék egyazon csoportban
torténd kezelése azonban emiatt az eredmények értelme-
zésekor problémat jelenthet. Bar a dohanyzas kialakulasa
szempontjabodl az rs4680 nem tlinik kockazati génnek, a
nikotin-dependencidra, kiilonésen annak bizonyos kom-
ponenseire a polimorfizmus jelent8s hatdssal van. Igy a
dohanyzoknal a genotipus alapjan a nikotin-dependencia
globalis indexe jelentésen magasabb a GG genotipus ese-
tében. Ugyanakkor a dependencia egyes komponsei nem
egyforman kilonboznek, igy statisztikailag szignifikans
eltérés csak az impulzus - indittatas és prioritds esetében
volt kimutathatd, ami azonban a dopaminerg hatassal
6sszhangban van.

Ugy tiinik a Val/Val személyek szdmara fokozottab
kihivast jelent az absztinencia, és részben a COMT poli-
morfizmus magyarazhatja a leszokasi kisérletek siker-
telenségét [2, 3]. A tanulmanyban vizsgalt dohanyzok
mintegy 2/3-a szeretne a dohdnyzasrél leszokni. Noha
még nem képezik a gyakorlat részét, a kozeljov6ben var-
hat6 farmakogenetikai vizsgalati lehetéségekre szamitva,
felmértiik hogyan viszonyul ezekhez a hazai populacio,
egyeldre kiilonosebb felkészités hianyaban. A tanulmany-
ban részvevé dohanyzok 60%-a hajlandé lenne olyan
genetikai analizis elvégzésére, amely a leszokas sikeres-
ségének orokletes komponseit vizsgalnd; a dohanyzok
Y dllitotta, hogy ezért akar fizetne is. A leszokas siker-
telenségének gyakori oka a dohanyzas elhagyasaval jaro
teststly emelkedés (39,3%, elsésorban néknél) valamint
az ingerlékenység (az esetek 1/3-aban) volt. A dohanyzas
fenndllasa a csaladban vélhetéen mind az 6roklott gene-
tikai és a kozos kornyezeti hatds - szokasok kovetkezté-
ben fokozottan kedvezétlen hatéssal van a leszokas sike-
rességére. Az egyénre jellemz6 hajlamosité — kockazati
tényezdk felismerése képezheti az alapjat a perszonalizalt
hatékony beavatkozasoknak, igy a genotipus alapjan
megvalasztott terapianak.

Kovetkeztetések

A dohanyzas illetve nikotin dependencia komplex
multifaktoralis - genetikai és kornyezeti tényezok - dltal
meghatarozott jelenség. A hazai populacional a COMT

gén Vall58Met polimorfizmusa nem tlinik a dohanyzas
kialakulasa szempontjabdl jelentés kockazati tényezd-
nek, am a nikotin dependencia modulatoranak bizonyul,
els6sorban a fiiggdség impulzus - indittatas és prioritas
komponenseit stlyosbitva.
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