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Zusammenfassung

Die Lithiumaugmentation gilt in internationalen Leitlinien immer noch als das Vorgehen
der ersten Wahl bei therapieresistenter Major Depression. Eine haufige Nebenwirkung
von Lithium ist die zum Teil ausgepréagte Gewichtszunahme, deren Ursachen bisher nur
unvollstandig geklart sind. Es wird ein Zusammenhang mit dem Proteohormon Leptin
diskutiert, das im Hypothalamus eine zentrale Rolle bei der Steuerung des Hungergefiihls
und des Fettstoffwechsels spielt. Die Gewichtszunahme wird von Patient*innen als be-
sonders belastend empfunden und fuihrt zu Non-Adharenz und gesundheitlichen und wirt-
schaftlichen Negativfolgen. Ziel dieser Arbeit ist es potenzielle genetische Pradiktoren fur
diese Gewichtszunahme zu identifizieren, um das Risiko individuell bewerten zu kdnnen.
Basierend auf einer Literaturrecherche zur Lithium- beziehungsweise psychiatrischer Me-
dikation -assoziierten Gewichtszunahme wurde die Hypothese aufgestellt, dass der Lep-
tinserumspiegel und Polymorphismen im Leptin Genlocus mit der Gewichtszunahme
wahrend Lithiumaugmentation assoziiert sind und es wurden vier Single-Nukleotid-Poly-
morphismen (rs2278815, rs10487506, rs11760956, rs6979832) zur Analyse identifiziert.
In einer Kohorte von 185 Patient*innen mit Major Depression wurde der Body-Mass-Index
vor und nach vier Wochen Lithiumaugmentation bestimmt. Fir 61 Patient*innen lag der
Body-Mass-Index aul3erdem nach vier Monaten und fiir 66 Patient*innen nach sieben
Monaten vor. Von 89 Patient*innen war der Leptinserumspiegel vor und nach 4 Wochen
Lithiumaugmentation bekannt. In gemischten linearen Modellen wurde die Assoziation
des Leptinserumspiegels und der Polymorphismen mit dem Body-Mass-Index bestimmt,
ebenso die Assoziation der Polymorphismen mit dem Leptinserumspiegel. Der Body-
Mass-Index stieg Uber den Beobachtungszeitraum signifikant an, fir den Leptinserum-
spiegel lield sich ein nicht-signifikanter Trend beobachten. Der Leptinserumspiegel und
rs2278815, rs10487506 und rs6979832 zeigten einen signifikanten Effekt auf den Body-
Mass-Index. Rs2278815 und rs6979832 waren auferdem mit dem Verlauf des Body-
Mass-Index wahrend der Lithiumaugmentation assoziiert, mit einer signifikant geringeren
Gewichtszunahme bei rs2278815-AA- und rs6979832-GG-homozygoten Patient*innen.
Ein genetischer Effekt auf den Leptinserumspiegel konnte fir keinen der Polymorphis-
men gezeigt werden. Das A-Allel von rs2278815 und das G-Allel von rs6979832 waren
aul3erdem mit einer signifikant erhdhten Expression von Leptin mRNA in Fibroblasten
assoziiert. Das G-Allel von rs2278815 und das A-Allel von rs6979832 kdnnen als Risiko-



Allele fir eine verstarkte Gewichtszunahme wéahrend der Augmentation mit Lithium ge-
deutet werden. Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass Polymorphismen im
Leptin Genlocus eine Rolle bei der Lithium-induzierten Gewichtszunahme spielen und
somit auch als potenzielle Pradiktoren dienen kdnnten, um patientenindividuell eine mog-

liche Gewichtszunahme einschéatzen zu kénnen.

Abstract

Lithium augmentation is still considered the first-line strategy for treatment-resistant major
depression in international guidelines. A common side effect of lithium is the partly signifi-
cant weight gain, which causes are still poorly understood. An association with the pro-
teohormone leptin, which plays a central role in the hypothalamic control of the sensation
of hunger and fat metabolism, is discussed. Weight gain is experienced by patients as
particularly distressing and leads to non-adherence and negative health and economic
consequences. This work aims to identify potential genetic predictors for weight gain dur-
ing lithium augmentation in order to assess the risk on a patient-specific level. Based on
literature research on weight gain under lithium respectively psychiatric medication, it was
hypothesized that leptin serum levels and polymorphisms in the leptin gene locus are
associated with weight gain under lithium augmentation and four single nucleotide poly-
morphisms (rs2278815, rs10487506, rs11760956, rs6979832) were identified for analy-
sis. To verify this hypothesis, body mass index was determined before and after four
weeks of lithium augmentation in a cohort of 180 patients with major depression. BMI was
also recorded at four months for 61 patients and at seven months for 66 patients. Leptin
serum levels were available from 89 patients before and after 4 weeks of lithium augmen-
tation. Mixed linear models were performed to determine the effect of leptin serum level
and polymorphisms on body mass index, as well as the effect of polymorphisms on leptin
serum level. Body mass index increased significantly over the observation period and
serum leptin levels increased in trend. Serum leptin level showed a significant effect on
body mass index under lithium augmentation, as well as rs2278815, rs10487506 and
rs6979832. Rs2278815 and rs6979832 were also associated with course of body mass
index during lithium augmentation, with significantly less weight gain in rs2278815 AA

and rs6979832 GG homozygous patients. No effect on serum leptin levels was detected



for any of the single-nucleotide polymorphisms. Analysis of leptin mRNA expression lev-
els showed the A-allele of rs2278815 and the G-allele of rs6979832 associated with sig-
nificantly increased mRNA expression in fibroblasts. The G allele of rs2278815 and the
A allele of rs6979832 may be interpreted as risk alleles for increased weight gain during
augmentation with lithium. These results support the hypothesis that polymorphisms in
the leptin gene locus may play a role in lithium-induced weight gain and thus may also
serve as potential predictors to assess possible weight gain under lithium therapy on a
patient-specific level.



1 Einleitung

1.1 Wissenschaftlicher Hintergrund

1.1.1 Major Depression, Lithiumaugmentation und Gewichtszunahme

Patient*innen mit einer Major Depression (MD) zeigen haufig einen chronischen Verlauf
der Erkrankung. Etwa 20 bis 50 Prozent der Patient*innen spricht auf die primare Be-
handlung mit verschiedenen Antidepressiva nicht an (Bauer et al., 2014). Fuhrt die Erst-
behandlung mit einem Antidepressivum nicht zu einem suffizienten Ansprechen, stehen
verschiedene Therapieoptionen, wie Dosisoptimierung, der Wechsel auf ein anderes An-
tidepressivum, die Kombination verschiedener Antidepressiva oder die Augmentation mit
bestimmten Wirkstoffen zur Verfugung. Unter den Augmentationsverfahren geht die Li-
thiumaugmentation (LA) aus diversen Studien als die Strategie mit der besten Evidenz-
lage hervor (Bauer et al., 2017) und wird von der World Federation of Societies of Biolo-
gical Psychiatry als Therapie der ersten Wahl bei therapieresistenter Depression (TRD)
empfohlen (Bauer et al., 2013; Bauer et al., 2015). Die Wirksamkeit der LA bei TRD
konnte sowohl in Forschungsarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe (Adli et al.,2007), als
auch in Metaanalysen zu LA-Studien (Crossley & Bauer, 2007; Nelson et al., 2014) und
Metaanalysen zu verschiedenen Augmentationstherapien (Strawbridge et al. 2019;

Nufiez et al., 2022) bestatigt werden.

Die antimanische Wirkung von Lithiumcarbonat wurde erstmals 1949 von dem australi-
schen Psychiater John Cade publiziert, der Lithium zunachst an Meerschweinchen und
anschlieBend an Patient*innen untersuchte (Cade, 1949). Darauf basierend sammelten
die danischen Psychiater Poul Baastrup und Mogens Schou Daten zur Wirksamkeit von
Lithium bei bipolar und unipolar depressiven Patient*innen, die 1967 veroffentlicht wur-
den (Baastrup & Schou, 1967) und den Startpunkt der Anwendung von Lithium als Stan-

dard bei unipolarer und bipolarer Depression setzten.

Trotz der guten Evidenzlage, den Empfehlungen als Therapie der ersten Wahl bei TRD
und bipolarer Depression und der langjahrigen Erfahrung sind die Anzahl der Lithiumver-
schreibungen konstant bis rucklaufig (Gitlin, 2016; Post, 2018). Aktuelle Metaanalysen
und Reviews zeigen, dass die Anzahl der Studien zu Lithium - und die Zahl der darin

untersuchten Patienten - verglichen mit Studien zu neueren Augmentationsstrategien wie



N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Modulatoren oder Antipsychotika ebenfalls rtcklaufig
sind (Strawbridge et al. 2019). Neben der scheinbar fehlenden Attraktivitat von Lithium
fuhren auch die bekannten Nebenwirkungen - mit den damit verbundenen MalRnahmen
zum Therapiemonitoring - zu einem zuriickhaltenden Einsatz (Licht, 2012). Das Neben-
wirkungsspektrum reicht von eher harmlosen unerwiinschten Wirkungen wie Tremor,
Ubelkeit oder Durst bis hin zu Arrhythmien, EKG-Veranderungen, Nephropathie oder Hy-
pothyreose (McKnight et al. 2012). Der exakte Einfluss dieser Nebenwirkungen auf die
Non-Adhéarenz, die fur Lithium bei Uber 40 Prozent liegt, bleibt unklar. Von Patient*innen
werden dabei Gewichtszunahme und kognitive Beeintrachtigung als die belastendsten

Nebenwirkungen von Lithium eingeschatzt (Gitlin, 2016).

Die Ergebnisse verschiedener Studien zeigen eine Gewichtszunahme bei 30 bis 75 Pro-
zent der mit Lithium behandelten Patient*innen, deren Grad individuell unterschiedlich
ausgepragt ist (Vestergaard et al.,1988; Sachs et al., 2006). Bis zu 25 Prozent der Pati-
ent*innen entwickeln eine klinische Adipositas (Silverstone,1985). Die Gewichtszunahme
ist eine der haufigsten Ursachen fir Therapieabbriiche unter Lithium (Ohlund et al.,2018)
und kann das Risiko fur metabolische Folgeerkrankungen wie Diabetes mellitus oder kar-

diovaskulare Erkrankungen erhdhen (Sachs et al., 2006).

1.1.2 Potenzielle Mechanismen der Lithium-induzierten Gewichtszunahme

Trotz der Uber 60-jahrigen Therapieerfahrung und Erforschung der Wirkungsmechanis-
men von Lithium sind diese - ebenso wie die Ursachen der beobachteten Gewichtszu-
nahme - noch weitgehend ungeklart (Alda, 2015). Es gibt bisher nur wenige Erkenntnisse
zu Préadiktoren der Gewichtszunahme unter Lithium, insbesondere Untersuchungen zu
genetischen Zusammenhangen fehlen noch weitgehend.

Einige potenzielle Wirkmechanismen, die fur Lithium diskutiert werden, stehen mit der
Regulation des Energiestoffwechsels und des Hungergefihls in Verbindung.

Diverse Studien zeigen eine verstarkte serotonerge Neurotransmission durch Lithium
(Cowen et al.,1991; McCance-Katz et al.,1992). Serotonin wirkt appetitregulierend - ab-
hangig vom Serotonin-Rezeptor-Typ kann es entweder einen appetitanregenden oder
appetithemmenden Effekt bewirken (Oury & Karsenty, 2011).

Ein weiterer Angriffspunkt von Lithium ist die Serin/Threonin-Kinase Glykogen-Synthase-
Kinase-3-beta (GSK3R), die von Lithium sowohl direkt (Ryves and Harwood 2001), als



auch indirekt (Klein & Melton,1996) gehemmt wird. GSK3M3 wirkt in verschiedenen Sig-
nalwegen, unter anderem dem Wingless/int-1 (Wnt)/3-Catenin-Signalweg und dem Insu-
lin/Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)/Protein B (AKT)-Signalweg, die beide mit dem
Energiestoffwechsel in Verbindung stehen (Ross et al.,2000; Hermida et al.,2017).

Das endokrinologische System der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse wird
als weiterer moglicher Angriffspunkt von Lithium und im Zusammenhang mit der hervor-

gerufenen Gewichtszunahme betrachtet (Baptista et al.,1997).

1.1.3Leptin

Leptin (griech. leptos = diinn) - ein Proteohormon aus 167 Aminosauren - wird Gberwie-
gend von Zellen des weil3en Fettgewebes gebildet. Leptin bewirkt durch eine Verminde-
rung des Hungergefiihls und eine Steigerung des Energieumsatzes einen negativen Ef-
fekt auf das Korpergewicht (Klok et al., 2007). Der Leptinserumspiegel verlauft abhangig
von der Kalorienzufuhr und nach einem circadianen Rhythmus. Bei vermehrter Nah-
rungsaufnahme steigt der Spiegel an, so dass eine appetithemmende Wirkung eintritt
(Sinha,1997). Eine Dysfunktion von Leptin oder seinem Rezeptor resultiert bei Menschen
und Tieren in Adipositas (Zhang et al.,1994; Wasim et al.,2016).

Ein Zusammenhang zwischen Verdnderungen des Leptinspiegels und dem Auftreten von
depressiven Symptomen wird diskutiert. Die Studienlage ist jedoch inkonsistent: einige
Studien berichten Gber erhdhte Leptinspiegel bei depressiven Patient*innen (Morris et al.,
2012; Milaneschi et al., 2017), wahrend andere Studien eine Assoziation zwischen er-
niedrigten Leptinspiegeln und depressivem Verhalten finden (Jow et al., 2006; Cordas et
al., 2015). Nach intrahippocampaler Verabreichung von Leptin konnte bei Ratten ein an-
tidepressiver Effekt beobachtet werden (Lu et al., 2006); ein antidepressiver Effekt von
Leptin durch Modulation von Neuroplastizitat im Hippocampus wird angenommen (Lu et
al., 2006; Ge et al., 2018).

Es gibt Hinweise, dass die beobachtete Gewichtszunahme wéahrend der Einnahme von
Antipsychotika und Antidepressiva mit einer Veranderung des Leptinspiegels verknupft
ist. Eine Metaanalyse von Potvin et al. analysiert 39 Studien, die die Veranderung des
Leptinspiegels bei Schizophrenie-Patient*innen untersucht haben. Die Mehrheit dieser
Studien stellt einen signifikanten Anstieg des Leptinspiegels wahrend der Einnahme von



Antipsychotika (insbesondere Clozapin, Olanzapin und Quetiapin) fest (Potvin et
al.,2015).

Diverse Studien untersuchen auch die Veranderung des Leptinspiegels und des Body-
Mass-Index (BMI) wahrend der Behandlung mit Antidepressiva, hier gibt es jedoch inkon-
sistente Ergebnisse beziglich der Tendenz des Leptinspiegels wéahrend der Therapie
(Hinze-Selch et al., 2000; Kloiber et al., 2013; Schilling et al., 2013).

Das Leptin codierende Gen (LEP) ist beim Menschen auf dem Chromosom 7g31.3 loka-
lisiert und besteht aus drei Exon-Sequenzen, die durch zwei Introns unterbrochen werden
(Zhang et al.,1994). Ein Zusammenhang von Polymorphismen in LEP und der Gewichts-
zunahme wahrend der Therapie mit Antipsychotika oder Antidepressiva wird diskutiert.
Am besten untersucht ist LEP rs7799039 (-2548G/A), ein Single-Nukleotid-Polymorphis-
mus (SNP) in der LEP Promotorregion. Diverse Studien konnten eine Assoziation mit
Antipsychotika-induzierter Gewichtszunahme (AIWG) zeigen (Calarge et al.,2009; Brand|
et al, 2012). Zwei Metaanalysen finden allerdings keine signifikante Assoziation von
rs7799039 mit AIWG, lediglich in bestimmten Subgruppen (Shen et al., 2014; Yoshida et
al., 2020). Weitere LEP SNPs, die im Zusammenhang mit AIWG genannt werden sind
rs4731426, rs10954173, rs3828942 und rs1137101 im Leptin Rezeptor (LEPR)-Gen
(Brandl et al, 2012; Lee, Bishop 2011).

1.1.4 Leptin und Lithium

Zur Veranderung des Leptinspiegels wahrend der Einnahme von Lithium gibt es aktuell
nur wenige Studien mit geringen Patientenzahlen: Atmaca et al. finden eine Korrelation
des Anstiegs des BMI mit dem Leptinserumspiegel von 15 bipolaren Patient*innen (At-
maca et al., 2002). Soeiro-de-Souza et al. konnten bei 25 bipolaren Patient*innen keine
Veranderung des Leptinserumspiegels nach 6 Wochen Lithiumtherapie feststellen
(Soeiro-de-Souza et al., 2014). Ebenso konnten Himmerich et al. keine signifikante Ver-
anderung des Leptinspiegels bei 10 Patient*innen finden, welche tber 4 Wochen mit Li-
thium behandelt wurden (Himmerich et al., 2005).

Studien zur Untersuchung der Assoziation der wéhrend der Einnahme von Lithium auf-
tretenden Gewichtszunahme mit LEP Polymorphismen - unabhangig von den in dieser
Arbeit vorlegten Publikationen - sind aktuell nicht verdéffentlicht. Lediglich eine Studie hat



den Zusammenhang zwischen zwei Polymorphismen der Alpha-Untereinheit des G(olf)
Gens und der Gewichtszunahme unter Lithiumtherapie bei bipolaren Patient*innen unter-

sucht. Dabei wurde kein signifikanter Zusammenhang festgestellt (Zill et al. 2003).

1.2 Hypothesen und Ziele der Dissertation

Trotz der Empfehlungen als Therapie der ersten Wahl bei TRD und des langjahrigen
Erfahrungsgrades wird Lithium in der psychiatrischen Praxis bei unipolarer und bipolarer
Depression zurtickhaltend eingesetzt, was mitunter auf die bekannten Nebenwirkungen
zuriickzufuihren ist. Besonders die Gewichtszunahme wird von Patient*innen als belas-
tend empfunden und fuhrt zu Non-Adharenz und Therapieabbrichen. Die Ursachen die-
ser Gewichtszunahme sind bisher nicht ausreichend geklart. Vor allem Untersuchungen
an groéReren Gruppen fehlen.

Primares Ziel dieser Dissertation ist es genetische Pradiktoren fir die Gewichtszunahme
wahrend der Augmentation mit Lithium zu identifizieren.

Anhand einer Literaturrecherche zu bisherigen Publikationen tber die Gewichtszunahme
wahrend der Einnahme von Antipsychotika, Antidepressiva oder Lithium wurde das Pro-
teohormon Leptin als méglicher Pradiktor zur Analyse ausgewabhit.

Folgende Hypothesen wurden aufgestellt:

o Der Leptinserumspiegel ist mit der Gewichtszunahme wéahrend der LA assoziiert.

e Polymorphismen im Leptin Genlocus sind mit der Gewichtszunahme wahrend der
LA assoziiert.

e Polymorphismen im Leptin Genlocus bzw. bestimmte Genotypen dieser Polymor-
phismen kdnnen als Pradiktoren fur die Gewichtszunahme unter Lithium angese-
hen werden.

o Polymorphismen im Leptin Genlocus sind mit dem Leptinserumspiegel wahrend

der LA assoziiert

Diese Dissertation untersucht erstmals den Zusammenhang zwischen Polymorphismen
im Leptin Genlocus und der Gewichtszunahme infolge einer LA. Vorergebnisse aus
friheren Studien zum Zusammenhang des Leptinserumspiegels und dem Verlauf des
BMI wahrend der Lithiumeinnahme sollen an einem gré3eren Patient*innenkollektiv be-

statigt werden.



2 Methodik

2.1 Literaturrecherche und Auswahl der Kandidatengene

Zur Entwicklung der Hypothesen wurde zunachst eine systematische Literaturrecherche
in PubMed® zu Lithium-induzierter Gewichtszunahme durchgefiihrt. AnschlieRend wurde
nach Studien zur Gewichtszunahme unter der Therapie mit Antipsychotika und Antide-
pressiva gesucht. Die bei Pubmed® genutzten Suchbegriffe waren ,Lithium* ODER ,an-
tipsychotics’ ODER ,antidepressants® UND ,weight gain‘. AuRerdem wurde - basierend
auf den verschiedenen Hypothesen zu den Wirkungsmechanismen von Lithium - zu Vor-
ergebnissen zu Lithium, Gewichtszunahme und den Zwischenstufen beziehungsweise
beteiligten Enzymen des PI3K-AKT- und Wnt/R-Catenin-Signalweg recherchiert, ge-

nauso zu Lithium, Gewichtszunahme und Serotonin.

Aus diversen dabei identifizierten potenziellen Mechanismen und Kandidatengenen
wurde das Proteohormon Leptin zur Analyse ausgewahlt: es gibt wenige kleine Studien
zu Lithium-induzierter Gewichtszunahme und zum Verlauf des Leptinspiegels wéahrend
der Einnahme von Lithium. AuRerdem gibt es einige Vorergebnisse zur Assoziation des
Leptinspiegels mit der Gewichtszunahme wahrend der Therapie mit Antipsychotika und
Antidepressiva. Studien zu LEP SNPs und Gewichtszunahme unter Lithiumeinnahme
fehlen bisher, es gibt allerdings einige Vorergebnisse im Zusammenhang mit Antipsycho-
tika- bzw. Antidepressiva-induzierter Gewichtszunahme.

Dazu wurde mit den Suchbegriffen ,Lithium‘* ODER ,antidepressants‘ ODER ,antipsycho-
tics* UND ,leptin® UND ,polymorphisms’ UND ,weight gain‘ nach entsprechenden SNPs
gesucht. Es wurden drei LEP SNPs (rs7799039, rs10954173, rs4731426) identifiziert, fir
die es Vorergebnisse zur Gewichtszunahme wahrend der Einnahme von psychiatrischer
Medikation gibt.

Fir LEP rs10487505 konnte in einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) ein Zu-
sammenhang mit dem Leptinspiegel gezeigt werden, daher wurde dieser SNP im spate-

ren Verlauf ebenfalls in die Analyse eingeschlossen.
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2.2 ALIA-/ELIA-Studie

2.2.1 Studiendesign

Die Daten wurden im Rahmen einer prospektiven, multizentrischen Kohortenstudie zur
Evaluierung der Genotyp-abhangigen Wirksamkeit einer LA bei unipolarer TRD von De-
zember 2008 bis Dezember 2012 erhoben. Die Informationen wurden aus zwei separaten
Studienarmen gewonnen, deren gemeinsame Auswertung prospektiv geplant war: Esci-
talopram and Lithium Augmentation (ELIA) und Antidepressants and Lithium Augmenta-
tion (ALIA). Der Ethikvotumantrag zur Studie wurde 2009 bestétigt (Antragsnummer
EA1/065/09).

2.2.2 Patient*innen

In die ELIA- Studie wurden 50 Patient*innen eingeschlossen, die auf eine suffiziente Vor-
behandlung (mindestens 4 Wochen und ausreichend hohe Dosis gemald Fachinforma-
tion) mit Escitalopram-Monotherapie nicht angesprochen haben und anschlieBend im
Rahmen dieser klinischen Phase Il / 1l Studie (Therapieoptimierungsstudie) eine Lithi-
umaugmentation erhielten. Im Rahmen der ALIA-Studie, einer prospektiven Kohortenstu-
die, wurden 230 Patient*innen eingeschlossen, die auf eine suffiziente Vorbehandlung
(mindestens 4 Wochen und ausreichend hohe Dosis gemalf Fachinformation) mit Anti-
depressiva nicht angesprochen haben und im Rahmen der klinischen Routineversorgung
eine LA erhielten.

Von den 280 der bis 2012 eingeschlossenen Patient*innen der ALIA- und ELIA-Studie
liegen von 185 Patient*innen Daten zum BMI bei Baseline und nach 4 Wochen LA vor.
Von 61 Patient*innen ist der BMI nach 4 Monaten LA und von 66 Patient*innen nach 7
Monaten LA bekannt. Von 89 dieser 185 Patient*innen ist der Leptinserumspiegel vor
und nach 4 Wochen LA bestimmt worden.

Die Patient*innen wurden in den 12 Studienzentren des Berliner Wissenschaftsnetz De-
pression von mir und anderen Doktorand*innen und Mitarbeiter*innen rekrutiert.

Um Patient*innen von der weiteren Analyse auszuschlie3en, die starkere genetische Ab-
weichungen gegeniber den anderen Patient*innen (Uberwiegend deutsch/europa-
isch/kaukasisch) zeigen - und damit das Ergebnis konfundieren kdnnten - wurde eine

Hauptkomponentenanalyse (englisch Prinicipal Component Analysis, (PCA)) mittels der
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Software smartpca (Version 13.050) durchgefihrt (Patterson et al., 2006), um Abstam-
mungskomponenten zu ermitteln. Von den primér 185 Patient*innen mit Daten zum BMI
wurden nach der PCA 5 Patient*innen ausgeschlossen, die verglichen mit der Gesamt-
population genetisch sehr heterogen waren. Dies weist darauf hin, dass diese Patient*in-
nen unterschiedliche ethnische Hintergriinde aufweisen. In die eigentliche Analyse wur-

den demnach 180 Patient*innen eingeschlossen.

Die Einschlusskriterien der ALIA-/ELIA-Studie waren Alter 218 Jahre, aktuelle Episode
einer MD (gemal3 den Kriterien der Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-
IV (American Psychiatric Association, 1994) und der Internationalen statistischen Klassi-
fikation der Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme (ICD)-10 (World Health
Organization, 2004), Indikation fir eine antidepressive Pharmakotherapie, Hamilton ra-
ting scale for depression (HDRS-17) = 12 (Hamilton, 1960), Non-Response auf mindes-
tens ein Antidepressivum bei mindestens 4-wéchiger Behandlung in suffizienter Dosie-
rung (mindestens 150mg/d eines Imipramin-Aquivalents oder 20mg/d eines Selektiven
Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmers (SSRI), klinisch gestellte Indikation fur eine LA
und schriftliches Einverstandnis nach Aufklarung. Eine genaue Auflistung der zusatzlich
zu Lithium eingenommenen Co-Medikation findet sich in Tabelle 1.

Die Ausschlusskriterien waren Kontraindikation gegen eine Therapie mit Lithium (z.B.
schwere Niereninsuffizienz, Schilddriisenerkrankungen, schwere EKG-Veranderungen),
MD mit psychotischen Symptomen, Depressives Syndrom aufgrund einer nicht-psychiat-
rischen Diagnose, Depressives Syndrom aufgrund einer weiteren Achse-I-Stérung, Diag-
nose einer Demenz oder organischen Hirnerkrankung, Diagnose einer Substanzabhan-
gigkeit mit Konsum innerhalb der letzten 6 Monate (ausgenommen Nikotin und Coffein),
Diagnose einer antisozialen Personlichkeitsstérung, Schwangerschaft oder Stillzeit.

2.2.3Visiten und Studienendpunkte

Die Basisvisite (Baseline, Zeitpunkt 1, T1) erfolgte vor Beginn der Lithiumaugmentation.
Neben der Erhebung der soziodemographischen Daten (inklusive Alter und Geschlecht)
und Anamnese der psychiatrischen Vorgeschichte (Standardisierter Anamnese Bogen
nach psychiatrischer Basisdokumentation (Cording,1998) und Mini-International Neu-
ropsychiatric Interview (Sheehan et al., 1998) - zur unabh&ngigen Diagnosebestatigung

und Sicherung der Ein- und Ausschlusskriterien - wurde die Schwere der Depression mit
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dem HDRS-17-Score ermittelt. Die Medikation wurde aufgenommen, die Patient*innen
wurde gewogen und die Koérpergrof3e wurde bestimmt. Aus Koérpergréf3e und Gewicht
wurde der BMI berechnet.

Anschliel3end fanden wochentliche Visiten (T2,T3,T4) statt, bei denen der HDRS-17-
Score ermittelt und Gewicht, Lithiumspiegel (aus den Laborwerten der Klinik) und Ande-

rungen der Medikation aufgenommen wurden.

Der Studienendpunkt (T5) war nach vier Wochen geplant, die individuelle Studiendauer
wurde bei initial insuffizientem Lithiumspiegel (z.B. aufgrund von langsamer Dosissteige-
rung bei nebenwirkungssensiblen Patient*innen) ggf. verlangert, so dass die Studien-
dauer mindestens zwei Wochen unter suffizientem Lithiumspiegel (mindestens 0,5
mmol/l) betrug.

In einer anschlieRenden Follow-Up Periode wurde das Gewicht der Patient*innen nach
drei und sechs Monaten (also nachdem sie insgesamt vier bzw. sieben Monate Lithium

eingenommen hatten) telefonisch erfragt - sofern sie weiterhin lithiumaugmentiert waren.

Blood sample

:
I

Blood sample
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Baseline Study endpoint

Abbildung 1: Ablauf der ALIA-/ELIA-Studie (nach den Studienunterlagen der ALIA-/ELIA-Studie)
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Bei der Baseline-Visite wurde eine Blutentnahme durchgefiihrt. Dabei wurden drei EDTA-
Roéhrchen (9ml) befiillt. Die Proben wurden bei -37°C tiefgefroren und im Labor der Cha-
rité, Universitatsmedizin Berlin gelagert. Nach Abschluss der Studie erfolgte der Versand
an das Department of Genomics, Life&Brain-Center, Universitat Bonn zur Durchfihrung
der DNA-Extraktion. AufRerdem wurde bei der Baseline- und der Abschlussvisite 1 PAX-
gene - Rohrchen (2,5ml) Blut entnommen. Die Probe wurde direkt nach der Abnahme
stol3sicher verpackt und ebenfalls an das Life&Brain-Center versandt. Aus diesen Blut-
proben wurde der Leptinserumspiegel bei Baseline und bei der Abschlussvisite bestimmt.

2.3 Genotypisierung und Bestimmung der Proxy-SNPs

Nach Erhalt der Blutproben wurde die DNA mit Hilfe des Chemagic Magnetic Separation
Module 1 der Firma Chemagen im Life&Brain-Center extrahiert. Die Genotypisierung er-
folgte mit Infinium Assay nach den Vorschriften des Herstellers lllumina (USA) unter Ver-

wendung der BeadChips Human660W-Quad und HumanOmnil-Quad.

Auf den verwendeten Illumina Chips lagen die LEP SNPs rs7799039, rs10954173,
rs4731426 und rs10487505 nicht vor, daher wurden jeweils aquivalente Proxy-SNPs be-
stimmt, die ein sehr hohes Linkage-Disequilibrium (LD) zeigen und die auf den Chips
vorhanden sind: rs10487506 fir rs7799039 (r> = 1.000, D’ = 1.000); rs11760956 fir
rs10954173 (r> = 1.000, D’ = 1.000), rs2278815 fiir rs4731426 (r> = 1.000, D’ = 1.000)
und rs6979832 fiir rs10487505 (r> = 1.000, D’ = 0.98). Die Analyse von LD-Mustern in
Europaer*innen zeigt ein moderates LD zwischen rs11760956 und rs10487506 (r? =
0.487, D’ = 0.898) und zwischen rs11760956 und rs2278815 (r> = 0.664, D’ = 0.917) und
ein relativ hohes LD zwischen rs2278815 und rs10487506 (r° = 0.766, D’ = 1.000).

LEP rs6979832, der in der Follow-Up-Analyse untersucht wurde, steht in niedrig bis mo-
deratem LD zu rs2278815 (r’=0.22, D'=0.55) zu rs10487506 (r’=0.09, D'=0.31).

Die Suche nach Proxy SNPs und die Bestimmung des LDs wurde mit SNAP Proxy Se-
arch und LDIink durchgefihrt (SNAP Proxy Search of the Broad Institute; LDlink; Ma-
chiela & Chanock, 2015), mit The 1000 Genomes Pilot 1 als Referenz.

LD bezeichnet die nicht zufallige Assoziation von zwei Allelen an unterschiedlichen Loci.
Zu Bestimmung des LDs werden unterschiedliche Rechenmodelle angewendet; zwei ge-

brauchliche paarweise LD-Messungen sind D* und r? (VanLiere & Rosenberg, 2008). D
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und r?kénnen dabei Werte von 0 bis 1 annehmen: 0 bedeutet die SNPs sind in absolutem
linkage equilibrium, treten also unabhangig voneinander auf, 1 bedeutet die SNPs sind
in komplettem LD. Damit handelt es sich bei den oben bestimmten SNPs um nahezu
perfekte Proxy-SNPs, deren Allele mit hoher Wahrscheinlichkeit zusammen vererbt wer-

den.

2.4 Statistische Analyse

Die deskriptive Statistik und wurde mit IBM SPSS® (Statistical Package for the Social
Sciences, Chicago, lllinois) Statistics Version 21 fur Windows berechnet, ebenso der ge-
paarte t-Test zum Vergleich des BMI und des Leptinserumspiegels jeweils vor und nach
4 Wochen LA.

Da beim Leptinserumspiegel keine Normalverteilung der Werte vorlag wurde fir die Ana-
lyse der dekadische Logarithmus verwendet.

Der Effekt der LEP SNPs und des Leptinserumspiegels auf den BMI unter LA wurde je-
weils in einem gemischten linearen Modell mit SAS 9.4 von SAS Institute fir Windows
berechnet, mit dem BMI als abh&ngiger Variable. Fur die graphische Darstellung der Er-
gebnisse wurden SAS 9.4 und Excel Version 2013 fur Microsoft, Windows genutzt.
Covariaten im Modell zur Bestimmung des Einflusses des Leptinserumspiegels auf den
BMI wahrend der LA waren Zeit, Leptinserumspiegel, Leptinserumspiegel*Zeit, Ge-
schlecht, Adipositas bei Baseline (um Patient*innen zu berucksichtigen, die bei Untersu-
chungsbeginn schon adipts waren) und psychiatrische Co-Medikation mit einem bekann-
ten Risiko fir Gewichtszunahme. Dazu gehdren verschiedene Trizyklische Antidepres-
siva, Mirtazapin, Olanzapin, Carbamazepin und Valproat (siehe Tabelle 1). Die Interak-
tion des Leptinserumspiegels mit der Zeit wird genutzt, um den Effekt auf den BMI tber
die Zeit der LA darzustellen. Der Effekt des Lithiumspiegels als Covariate wurde in einer
Screening Analyse untersucht - da er nicht signifikant war wurde er nicht in das finale
Modell aufgenommen.

Im Modell zur Bestimmung der Assoziation der LEP SNPs mit dem BMI wahrend der LA
wurden - auRer dem Leptinserumspiegel - die oben genannten Covariaten eingesetzt.
Zusatzlich wurden Alter, HRDS-17-Score, die jeweiligen SNPs und die SNP*Zeit Interak-

tion in das Modell aufgenommen. Aufgrund des hohen LDs zwischen rs2278815 und
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rs10487506 wurde der Effekt der beiden SNPs auf den BMI jeweils einzeln in einem ge-
trennten Model fur jeden SNP berechnet, da sich die Effekte gegenseitig beeinflussen
kénnen.

Anhand der Gewichtszunahme der Patient*innen verglichen nach Genotyp konnte fur die
SNPs jeweils ein Risiko-Allel fur die Gewichtszunahme unter LA ermittelt werden. Die
Patient*innen wurden anschlielend nach Vorhandensein des Risiko-Allels eingeteilt, um
Patient*innen mit einem oder zwei Risiko-Allelen mit den Patient*innen ohne das Risiko-
Allel zu vergleichen.

Aufgrund des niedrig-moderaten LDs sowohl zwischen rs6979832 und rs2278815 als
auch zwischen rs6979832 und rs10487506 missen gemeinsame Effekte auf den BMI
von rs6979832 und den anderen beiden SNPs bewertet werden. Dazu wurde jeweils ein
gemeinsames Modell mit dem BMI als abhangiger Variable und Zeit, rs6979832,
rs2278815 (bzw. rs10487506), rs6979832*Zeit, rs2278815*Zeit (bzw. rs10487506*Zeit)
und rs2278815*rs6979832*Zeit (bzw. rs10487506*rs6979832*Zeit) aufgestellt.

Der Effekt der LEP SNPs auf den Leptinserumspiegel wurde in einem gemischten linea-
ren Modell mit dem Leptinserumspiegel als abhangiger Variable und Zeit, SNP und

Zeit*SNP-Interaktion als Covariaten berechnet.

2.5 Expression Quantitative Trait Locus-(eQTL)-Analyse

Um die Expressionsstarke von LEP in verschiedenen Geweben in Abhéngigkeit der sig-
nifikanten SNPs zu analysieren, wurde eine eQTL-Analyse durchgefuhrt. Dabei werden
die Allele bzw. Genotypen von genetischen Varianten mit der (quantitativen) Expressi-
onsstarke von Transkripten korreliert. Um die allelspezifische Expression von Leptin
MRNA flr rs4731426 und dessen Proxy-SNP rs2278815 beziehungsweise von
rs10487505 und dessen Proxy-SNP rs6979832 zu analysieren und in verschiedenen Ge-
webetypen zu vergleichen, wurden Daten vom Genotype-Tissue Expression (GTEX) Pro-
ject (GTEx Consortium, 2017) genutzt. Die Daten dazu wurden flr rs4731426 und
rs2278815 am 06.06.2017 mit GTEx v6p Release (dbGaP Accession phs000424.v6.pl)
und fur rs10487505 und rs6979832 am 22.05.2020 mit GTEx Analysis release V8 (dbGaP
accession number phs000424.v8.p2) abgerufen.
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3. Ergebnisse

3.1

3.1.1 BMI und Leptinserumspiegel wahrend der LA

Der Einfluss des Leptinserumspiegels auf den BMI (Ricken et al., 2016)

In dem Subsample der 89 Patient*innen mit Leptinserumwerten zeigte sich ein signifikan-
ter Anstieg des BMI (Estimate: 0.24 kg/m?; 95%-Cl: 0.05-0.43; P=0.016) Uber den Zeit-
raum der 4 Wochen mit effizientem Lithiumspiegel. Im gleichen Zeitraum stieg der Lep-

tinserumspiegel (die logarithmierten Werte) im Trend (siehe Tabelle 1). Pro Leptineinheit
stieg der BMI um 1,27 kg/m? (95%-ClI: 0.59-1.95; p=0.0003).

Tabelle 1: Klinische und demographische Daten zu Ricken et al., 2016 (nach Tabelle 1 aus Ricken

et al., 2016)
n (%) Mean n (%) Mean (SD) P-Wert*
vor LA (SD) nach LA nach LA
vor LA
Patienten 89 (100) 89 (100)
weiblich 53 (59,6) .
mannlich 36 (40,4)
Adipositas bei Baseline 15 (16.9) .
Alter (Jahre) 89 (100) 49.55 +
15.41
Lithium Serumspiegel (mmol/ml) bei der . 80 (89.9) 0.715+0.15
letzten Visite?
Leptin Serumspiegel (in pg/ml)? 89 (100) 265.78+ 89 (100) 304.73 p< 0.05***
366.79 463.63
Logarithmierter Leptin Serumspiegel (in 89 (100) 216 + 89 (100) 2.21 £0.56 p=0.065**
pg/ml) 0.52
HRDS-17 Score 88 (98.9) 21.45 + 89 (100) 12.19+7.08 p < 0.05*
4.93
BMI (kg/m?) 89 (100) 25.55 87 (97.8) 25.91 +£5.63 p < 0.05**
5.67
Psychiatrische
Co-Medikation?
SSRI 50 (56.2)
SNRI 25 (28.1)
TZA 8 (9.0)
Bupropion 4 (4.5)
Agomelatin 2(2.2)
Mirtazapin 11 (12.4)
MAO-Hemmer 2(2.2)
Antipsychotika der 2. Generation 25 (28.2)
Antiepileptika 7(7.9)
Benzodiazepine 20 (22.5)

Niedrigpotente Antipsychotika

4 (4.5)
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*Die Signifikanzgrenze wurde bei allen Analysen bei 0.05 gesetzt; **Paired-Sample T-Test; **Nichtpara-
metrischer Wilcoxon-Test

Die antidepressive, antipsychotische and antiepileptische Vormedikation wurde wéhrend der LA beibe-
halten aul3er bei 4 Patienten: Ein Patient wurde nach 2 Wochen von der Vormedikation ‘Bupropion plus
Escitalopram® zu ‘Venlafaxin’ umgestellt; bei einem Patient wurden Olanzapin (Woche 2 bis 4) und
Quetiapin (Woche 4 bis Endpunkt) hinzugeflgt; bei einem Patient wurde Risperidon (0.25mg/Tag, Woche
3 bis Endpunkt) hinzugefugt; bei einem Patient wurden Agomelatin und Trimipramin (25mg/Tag) hinzuge-
fugt (Woche 2 bis Endpunkt).

2Es wurde keine signifikante Korrelation zwischen Leptin- and Lithium-Serumspiegeln nach 4 Wochen
LA gefunden (Spearman-Korrelation; p>0.05).

LA = Lithiumaugmentation; SSRI = Serotonin Reuptake Inhibitor; SNRI = Serotonin Noradrenalin Reupt-
ake Inhibitor; TZA: Trizyklisches Antidepressivum; MAO-Hemmer = Monoaminoxidase-Hemmer
(Tranylcypromin); SD = Standardabweichung; HDRS-17= Hamilton Depression Rating Scale; BMI= Body
Mass Index

3.1.2 Der Effekt von Leptin und anderen Covariaten auf den BMI

Im gemischten linearen Modell zeigten Zeit (F1.83=6.05; P=0.016), Leptinserumspiegel
(F1.111=13.83; p=0.0003), Geschlecht (F1.s9= 5.08; p=0.027) und Adipositas bei Baseline
(F1.85=105.13; p<0.0001) einen signifikant positiven Effekt auf den BMI. Bei Patient*innen,
die eine psychiatrische Co-Medikation mit einem bekannten Risiko fur Gewichtszunahme
einnahmen, zeigte sich ein im Trend negativer Effekt auf den BMI (F1.s3= 3.07; p=0.083).

Die Leptinserumspiegel*Zeit-Interaktion hatte keinen signifikanten Effekt.

Tabelle 2: Der Effekt von Leptin und Covariaten auf den BMI wéahrend LA (nach Tabelle 2 aus
Ricken et al., 2016)

Variablen** Schatzwert 95%-Cl 95%-ClI T-Wert P-Wert*
(BMI-Anderung lower upper
in kg/m?)

Zeit (von Baseline bis Studienend- 0.24 0.05 0.43 2.46 0.016

punkt; 4 Wochen)

Leptin (logarithmiert, in pg/ml) *** 1.27 0.59 1.95 3.72 0.0003
mannlich 1.75 0.21 3.30 2.25 0.027
weiblich 0

Adipositas bei Baseline 10.60 8.54 12.65 10.25 <0.0001
MRWG -1.32 -2.81 0.18 -1.75 0.083

*Die Signifikanzgrenze wurde in allen Analysen bei 0.05 gesetzt; **Abhéangige Variable: BMI; *** Der
dekadische Lagarithmus wurde verwendet; MRWG = Co-Medikation mit Risiko fiir Gewichtszunahme; CI
= Konfidenzintervall; BMI= Body Mass Index
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3.2 Der Einfluss von LEP rs2278815, rs10487506 und rs11760956 auf den BMI
und den Leptinserumspiegel wahrend der LA (Bopp et al., 2019)

3.2.1 Screening-Analyse der LEP SNPs

In der vorab durchgefuhrten Screening-Analyse zeigte sich ein signifikanter Einfluss von
rs2278815 (P=0.025) und rs10487506 (P=0.028) auf den BMI. Fir rs11760956 wurde
kein signifikanter Effekt gefunden. Dieser SNP wurde daher nicht in das finale Modell

aufgenommen.

3.2.2 BMI

Im gemischten linearen Model - nur mit Zeit als Covariate - stieg der BMI nach 4 Wochen
LA signifikant von 25.79 kg/m? bei Baseline auf 26.18 kg/m? (P=0.0004) an. Am Ende der
Follow-Up-Periode nach 7 Monaten LA stieg der BMI auf 26.89 kg/m? (P<0.0001).

Tabelle 3: Klinische und demographische Daten zu Bopp et al., 2019 (nach Tabelle 1 aus Bopp
et al., 2019

n (%) Mean n (%) Mean (SD) P-Wert*
vor LA (SD) nach LA nach LA
vor LA
Patienten 185 (100) . 185 (100)
weiblich 117 (63.2) .
méannlich 68 (36.8)
Adipositas bei Baseline 31 (16.8)
MRWG 87 (47.0)
Alter (Jahre) 185 (100) 49.04

(13.63)
Lithium Serumspiegel (mmol/ml) bei der .
letzten Visite?

159 (85.9) 0.705 (0.167)

HRDS-17 Score 184 (99.5) 21.46 185 (100) 12.31 (7.08) p < 0.05**
(5.40)
BMI (kg/m?) 185 (100) 25.71 185 (100) 26.16 (5.42) p < 0.05**
(5.45)
n (%) Mean n (%) Mean P-Wert*
1. FU (SD) 2.FU (SD)
1. FU 2. FU
BMI (kg/m?) 61 (33.0) 25.89 66 (35.7) 27.21(5.60) p <0.05**
(4.22)
Minor MAF
Allel
rs2278815 AA 53 (28.3) G 0.47
rs2278815 GA 88 (47.1)
rs2278815 GG 44 (23.5)
rs10487506 AA 42 (22.5) A 0.46
rs10487506 GA 83 (44.4)

rs10487506 GG 60 (32.1)
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Psychiatrische
Co-Medikation?

SSRI 91 (49.2)
SNRI 54 (29.2)
TZA 17 (9.2)
NDRI 4 (4.5)
Bupropion 10 (5.4)
Agomelatin 33 (17.8)
MAO-Hemmer 5(2.7)
Antipsychotika der 2. Generation 51 (27.6)
Antiepileptika 14 (7.6)
Benzodiazepine 43 (23.2)
Niedrig-potente Antipsychotika 9(4.9)

*Die Signifikanzgrenze wurde bei allen Analysen bei 0.05 gesetzt; **Paired-Sample T-Test

Die antidepressive, antipsychotische and antiepileptische Vormedikation wurde wéhrend der LA beibe-
halten aul3er bei 4 Patienten: Ein Patient wurde nach 2 Wochen von der Vormedikation ‘Bupropion plus
Escitalopram® zu ‘Venlafaxin’ umgestellt; bei einem Patient wurden Olanzapin (Woche 2 bis 4) und
Quetiapin (Woche 4 bis Endpunkt) hinzugeflgt; bei einem Patient wurde Risperidon (0.25mg/Tag, Woche
3 bis Endpunkt) hinzugefluigt; bei einem Patient wurden Agomelatin und Trimipramin (25mg/Tag) hinzuge-
figt (Woche 2 bis Endpunkt).

2Es wurde keine signifikante Korrelation zwischen Leptin- and Lithium-Serumspiegeln nach 4 Wochen
LA gefunden (Spearman-Korrelation; p>0.05).

LA = Lithiumaugmentation; SSRI = Serotonin Reuptake Inhibitor; SNRI = Serotonin Noradrenalin Reup-
take Inhibitor; TZA = Trizyklisches Antidepressivum; NDRI = Noradrenalin Dopamin Reuptake Inhibitor;
MAO-Hemmer = Monoaminoxidase-Hemmer (Tranylcypromin); SD = Standardabweichung; HDRS-17 =
Hamilton Depression Rating Scale; BMI = Body Mass Index; FU = Follow-Up Visite; MAF = Minor Allel
Frequenz

3.2.3 Der Effekt der LEP SNPs auf den BMI

Zeit (P<0.0001), rs2278815 (P=0.004), rs2278815*Zeit (P=0.030) und Adipositas bei Ba-
seline (P<0.0001) zeigten eine signifikant positive Assoziation mit dem BMI. Psychiatri-
sche Co-Medikation mit einem Risiko flir Gewichtszunahme wirkte sich signifikant negativ
aus (P=0.013). Das Geschlecht zeigte ebenfalls einen signifikanten Effekt mit einem ho-
herem BMI bei M&nnern (P=0.035). Alter und HRDS-17-Score waren in keinem der fol-
genden Modelle signifikant.

Fur rs10487506 wurden ahnliche Ergebnisse gefunden: Zeit (P<0.0001), rs10487506
(P=0.004) und Adipositas bei Baseline (P<0.0001) lieferten signifikant positive Ergeb-
nisse, der Effekt der rs10487506*Zeit Interaktion auf den BMI war jedoch nicht signifikant.
Psychiatrische Co-Medikation mit einem Risiko fiir Gewichtszunahme zeigte auch in die-
sem Modell einen signifikant negativen Effekt (P=0.009) und das Geschlecht einen signi-
fikanten Effekt mit einem héheren BMI bei Mannern (P=0.037).
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Tabelle 4: Der Effekt der LEP rs2278815 und rs10487506 Genotypen auf den BMI wahrend LA
(nach Tabelle 2 aus Bopp et al., 2019)

Zeit* Estimate™ Estimate™ 95%-ClI 95%-Cl T-Wert P-Wert
lower upper
rs2278815 1 23.14 20.57 25.71 17.76 < 0.0001
2 0.16 -0.27 0.57 0.70 0.486
3 -0.37 -1.09 0.35 -1.02 0.309
4 0.61 -0.06 1.27 1.80 0.074
rs2278815 GA 1 1.28 0.005 2.56 1.98 0.049
rs2278815 GG 1 1.72 0.17 3.27 2.18 0.030
rs2278815 AA 1 0 . . . .
rs2278815 GA 2 0.18 -0.28 0.63 0.77 0.440
rs2278815 GG 2 0.40 -0.15 0.94 1.44 0.151
rs2278815 AA 2 0 . . . .
rs2278815 GA 3 1.18 0.36 2.00 2.84 0.005
rs2278815 GG 3 1.58 0.63 2.52 3.29 0.001
rs2278815 AA 3 0 . . . .
rs2278815 GA 4 0.81 -0.01 1.63 1.94 0.053
rs2278815 GG 4 0.88 -0.05 1.81 1.87 0.063
rs2278815 AA 4 0 . . . .
MRWG -1.36 -2.43 -0.29 -2.51 0.013
Geschlecht: weiblich . . . . .
Geschlecht: mannlich 1.20 0.01 2.32 2.12 0.035
Alter 0.01 -0.04 0.05 0.26 0.792
HDRS-17 -0.008 -0.03 0.02 -0.66 0.511
Adipositas bei Base- 10.82 9.38 12.27 14.78 < 0.0001
line
rs10487506 1 23.01 20.28 25.73 16.66 < 0.0001
2 0.17 -0.29 0.63 0.72 0.470
3 -0.13 -0.93 0.67 -0.32 0.746
4 0.67 -0.01 1.35 1.93 0.054
rs10487506 GA 1 1.84 0.45 3.23 2.61 0.010
rs10487506 GG 1 1.49 -0.06 3.03 1.90 0.059
rs10487506 AA 1 0 . . . .
rs10487506 GA 2 0.20 -0.29 0.70 0.80 0.425
rs10487506 GG 2 0.20 -0.33 0.74 0.77 0.448
rs10487506 AA 2 0 . . . .
rs10487506 GA 3 0.96 0.04 1.87 2.06 0.040
rs10487506 GG 3 0.93 0.003 1.85 1.97 0.049
rs10487506 AA 3 0 . . . .
rs10487506 GA 4 0.99 0.12 1.86 2.25 0.025
rs10487506 GG 4 0.45 -0.43 1.34 1.01 0.313
rs10487506 AA 4 0 . . . .
MRWG -1.46 -2.55 -0.38 -2.66 0.009
Geschlecht: weiblich . . . . .
Geschlecht: mannlich 1.23 0.12 2.35 2.18 0.030
Alter 0.01 -0.03 0.05 0.29 0.769
HDRS-17 -0.01 -0.03 0.02 -0.64 0.526
Adipositas bei Base- 10.82 9.38 12.27 14.78 < 0.0001
line

Legende: LA = Lithiumaugmentation; MRWG = Co-Medication mit Risiko fir Gewichtszunahme; HDRS-
17 = Hamilton Depression Rating Scale; BMI = Body Mass Index; Cl = Konfidenzintervall

*Zeitpunkt 1 = Baseline (vor LA), 2 = nach 4 Wochen LA (Studienendpunkt), 3 = nach 4 Monaten LA

(erste Follow-Up-Visite), 4 = nach 7 Monaten LA (Zweite Follow-Up-Visite).

**prognostizierter BMI (in kg/m 2) fiir den AA-Genotyp (Referenzgenotyp) und prognostizierte Differenz

des BMI fur den AA-Genotyp zu den Zeitpunkten 2,3 und 4.

***BMI-Differenz des GG- und GA-Genotyps verglichen mit dem Referenz-BMI des AA-Genotyps zu den

Zeitpunkten 1-4.

Zum Verstandnis der Tabelle ein Beispiel: Der prognostizierte BMI fir rs10487506 AA-Trager zum Zeit-

punkt 3 wirde folgendermaRen kalkuliert werden: (prognostizierter BMI zum Zeitpunkt 1 fur AA-homozy-

got: 23.01) + (prognostizierte BMI-Differenz zum Zeitpunkt 3 fir AA-homozygot: - 0.13) = 22.88
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Course of BMI during LA displayed for the effect of rs2278815 genotype
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Abbildung 2: Verlauf des BMI abhéngig vom Genotyp von rs2278815 (nach Abbildung 1 aus Bopp
et al., 2019)

Course of BMI during LA displayed for the effect of rs10487506 genotype
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Abbildung 3: Verlauf des BMI abhéngig vom Genotyp von rs10487506 (nach Abbildung 1 aus
Bopp et al., 2019)
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3.2.4 Der Effekt des Genotyps auf den BMI

AA-homozygote Patient*innen — fir rs2278815 und rs10487506 - hatten zu den vier
Messzeitpunkten verglichen mit den anderen Genotypen einen niedrigeren BMI. Daher
wurde das G-Allel als potenzielles Risiko-Allel fir die Gewichtszunahme unter LA identi-
fiziert. Die Patient*innen wurden nach dem Vorhandensein des G-Allels bzw. AA-Geno-
typs eingeteilt und der Effekt des G-Allels versus des AA-Genotyps auf den BMI analy-
siert:

Im Modell fur rs2278815 zeigten rs2278815(AA versus GA/GG) (P=0.001),
rs2278815(AA versus GA/GG) *Zeit (P=0.006) und Psychiatrische Co-Medikation mit ei-
nem Risiko fuir Gewichtszunahme (P=0.013) einen signifikant negativen Einfluss auf den
BMI. Patient*innen mit dem AA-Genotyp hatten - verglichen mit den anderen Genotypen
- einen signifikant niedrigeren BMI und geringeren BMI-Anstieg wahrend der LA. Zeit
(P<0.0001) und Adipositas bei Baseline (P<0.0001) wirkten signifikant positiv auf den
BMI. Das Geschlecht zeigte ebenfalls einen signifikanten Effekt mit einem héheren BMI
bei Mannern (P=0.036).

Im Modell mit rs10487506 hatten rs10487506(AA versus GA/GG) (P=0.001) und Psychi-
atrische Co-Medikation mit einem Risiko fur Gewichtszunahme (P=0.009) einen signifi-
kant negativen Effekt auf den BMI. Rs10487506(AA vs. GA/GG) *Zeit war nicht signifi-
kant. Signifikant positive Effekte zeigten wieder Zeit (P<0.0001) und Adipositas bei Ba-
seline (P<0.0001). Das Geschlecht zeigte wieder einen signifikanten Einfluss mit einem
héheren BMI bei Mannern (P=0.030).

Tabelle 5: Der Effekt des AA-Genotyps versus des G-Allels von LEP rs2278815 und rs10487506
auf den BMI wahrend LA (nach Tabelle 3 aus Bopp et al., 2019)

Zeit* Estimate™ Estimate™ 95%-Cl 95%-ClI T-Wert P-Wert
lower upper

rs2278815 1 23.25 22.70 25.80 17.97 < 0.0001

2 0.15 -0.27 0.57 0.70 0.482

3 -0.37 -1.09 0.34 -1.02 0.308

4 0.60 -0.06 1.27 1.80 0.072
rs2278815 AA 1 0 . . . .
rs2278815 GG oder GA 1 1.41 0.20 2.62 2.30 0.023
rs2278815 AA 2 0 . . . .
rs2278815 GG oder GA 2 0.25 -0.18 0.67 1.14 0.254
rs2278815 AA 3 0 . . . .
rs2278815 GG oder GA 3 1.31 0.53 2.08 3.33 0.001
rs2278815 AA 4 0 . . . .
rs2278815 GG oder GA 4 0.83 0.08 1.58 2.17 0.031
MRWG -1.36 -2.43 -0.29 -2.51 0.013
Geschlecht: weiblich . . . . .
Geschlecht: mannlich 1.20 0.08 2.32 2.12 0.036
Alter 0.003 -0.04 0.04 0.16 0.873

HDRS-17 -0.01 -0.03 0.02 -0.65 0.514
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Adipositas bei Baseline 10.85 9.41 12.29 14.84 < 0.0001
rs10487506 1 22.82 20.17 25.47 16.98 < 0.0001

2 0.17 -0.29 0.72 0.69 0.472

3 -0.13 -0.93 0.66 -0.33 0.742

4 0.66 -0.01 1.34 1.93 0.054
rs10487506 AA 1 0 . . . .
rs10487506 GG oder GA 1 171 0.41 3.02 2.59 0.010
rs10487506 AA 2 0 . . . .
rs10487506 GG oder GA 2 0.20 -0.26 0.66 0.87 0.385
rs10487506 AA 3 0 . . . .
rs10487506 GG oder GA 3 0.94 0.10 1.78 2.21 0.028
rs10487506 AA 4 0 . . . .
rs10487506 GG oder GA 4 0.73 -0.04 1.50 1.88 0.062
MRWG -1.42 -2.48 -0.35 -2.63 0.009
Geschlecht: weiblich . . . . .
Geschlecht: méannlich 1.23 0.12 2.35 2.18 0.030
Alter 0.01 -0.03 0.05 0.29 0.769
HDRS-17 -0.01 -0.03 0.02 -0.65 0.515
Adipositas bei Baseline 10.80 9.36 12.24 14.80 < 0.0001

Legende: LA = Lithiumaugmentation; MRWG = Co-Medikation mit Risiko fir Gewichtszunahme; HDRS-
17 = Hamilton Depression Rating Scale; BMI = Body Mass Index; Cl = Konfidenzintervall

*Zeitpunkt 1 = Baseline (vor LA), 2 = nach 4 Wochen LA (Studienendpunkt), 3 = nach 4 Monaten LA
(erste Follow-Up-Visite), 4 = nach 7 Monaten LA (Zweite Follow-Up-Visite).

**prognostizierter BMI (in kg/m 2) fiir den AA-Genotyp (Referenzgenotyp) und prognostizierte Differenz
des BMI fir den AA-Genotyp zu den Zeitpunkten 2,3 und 4.

***BMI-Differenz der G-Allel-Trager verglichen mit dem Referenz-BMI des AA-Genotyps Zeitpunkt 1-4.
Zum Verstandnis der Tabelle ein Beispiel: Der prognostizierte BMI fiir rs10487506 G-Allel-Trager zum
Zeitpunkt 3 wirde folgendermalf3en kalkuliert werden: (prognostizierter BMI zum Zeitpunkt 1 fir AA-ho-
mozygot: 22.82) + (prognostizierte BMI-Differenz zum Zeitpunkt 3 fir AA-homozygot: - 0.13) + (prognosti-
zierte BMI-Differenz zum Zeitpunkt 3 fur G-Allel: 0.94) = 22.88

Course of BMI during LA displayed for the effect of homozygous carriers of the
rs2278815 A-allele versus G-allele carriers
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Abbildung 4: Verlauf des BMI von Trager*innen des G-Allels von rs2278815 versus AA-homozy-
gote Patient*innen (nach Abbildung 2 aus Bopp et al., 2019)
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Course of BMI during LA displayed for the effect of homozygous carriers of the
rs10487506 A-allele versus G-allele carriers

26 4

7d T B

2% |- =

EBMI LSMean

25 — 1 -

24 4

234

tire

[ rs10487508 —e— GAOrGG — +— AA]

Abbildung 5: Verlauf des BMI von Trager*innen des G-Allels von rs10487506 versus AA-homozy-
gote Patient*innen (nach Abbildung 2 aus Bopp et al., 2019)

3.2.5 Der Effekt der LEP SNPs auf den Leptinserumspiegel

Im Subsample der 89 Patient*innen mit Leptinserumwerten hatten weder die LEP SNPs
noch deren Interaktion mit der Zeit einen signifikanten Effekt auf den Leptinserumspiegel.
In der Analyse flir rs2278815: Zeit (P=0.062), rs2278815 (P=0.644), rs2278815*Zeit
(P=0.445) und fir rs10487506: Zeit (P=0.078), rs10487506 (P=0.321), rs10487506*Zeit
(P=0.368).

3.2.6 Analyse der eQTL-Daten

Beim Vergleich von eQTL-Daten verschiedener Gewebe zeigte sich fur das A-Allel von
rs2278815 eine signifikant erhdhte Expressionsrate von Leptin mRNA in Fibroblastenge-
webe (P=6.86x1079, effect size =0.19, GTEx variant 7_127,881,851_G_A _b37). Der glei-
che Effekt zeigte sich auch fur den Proxy-SNP rs4731426. Da nur rs2278815 einen sig-
nifikanten Effekt auf den BMI-Verlauf wahrend der LA zeigte, wurde nur dieser SNP ana-

lysiert.
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Abbildung 6: Effekt des rs2278815 A-Allels (Homo Alt) auf die Leptin mRNA Expression in Fib-
roblasten verglichen mit dem G-Allel (Homo Ref) (eFigure 1 aus dem Online-Supplement von
Bopp et al., 2019, erstellt von TW Miuhleisen)

3.3 Der Einfluss von rs6979832 auf den BMI und den Leptinserumspiegel
wahrend der LA (Bopp et al., 2021)

3.3.1LEP rs2278815, rs10487506 und rs6979832

Im gemeinsamen Modell mit rs6979832 blieb der Effekt auf den BMI von rs2278815
(P=0.004), rs6979832*Zeit (P=0.025) und rs2278815*rs6979832*Zeit (P=0.039) ebenso
signifikant wie der Effekt von rs10487506 (P=0.0003), rs6979832*Zeit (P=0.047) und
rs6979832*rs10487506*Zeit (P=0.004).

3.3.2Der Effekt von LEP rs6979832 auf den BMI

Auch in dieser Analyse zeigten rs6979832 (P=0.037), Zeit (P=0.002), rs6979832*Zeit
(P=0.011) und Adipositas bei Baseline (P<0.0001) eine signifikant positive Assoziation

mit dem BMI. Psychiatrische Co-Medikation mit einem Risiko fir Gewichtszunahme
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wirkte sich signifikant negativ (P=0.003) aus. Das Geschlecht zeigte ebenfalls einen sig-
nifikanten Effekt (P=0.041) mit hdherem BMI bei Mannern. Alter und der HRDS-17-Score

zeigten keinen signifikanten Effekt auf den BMI.

Course of BMI during LA displayed for the effect of rs6979832 genotype
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Abbildung 7: Verlauf des BMI nach LEP rs6979832 Genotyp (hach Abbildung 1 aus Bopp et al.,

2021)

Tabelle 6: Der Effekt von LEP rs6979832 und der rs6979832 Genotypen auf den BMI wahrend
LA (nach Tabelle 1 aus Bopp et al., 2021)

Zeit* Estimate™ Estimate™ 95%-ClI 95%-Cl T-Wert P-Wert
lower upper

rs6979832 1 24.34 21.79 26.89 18.82 < 0.0001

2 0.006 -0.50 0.51 0.03 0.980

3 -1.04 -1.98 -0.10 -1.98 0.031

4 0.21 -0.74 1.16 -0.75 0.668
rs6979832 AA 1 1.23 -0.41 2.88 1.48 0.141
rs6979832 GA 1 -0.01 -1.54 1.51 -0.02 0.985
rs6979832 GG 1 0 . . . .
rs6979832 AA 2 0.37 -0.21 0.95 1.25 0.214
rs6979832 GA 2 0.35 -0.17 0.88 1.32 0.187
rs6979832 GG 2 0 . . . .
rs6979832 AA 3 2.06 0.97 3.16 3.71 0.0003
rs6979832 GA 3 1.80 0.79 2.81 3.51 0.0005
rs6979832 GG 3 0 . . . .
rs6979832 AA 4 0.97 -0.16 2.09 1.70 0.091
rs6979832 GA 4 1.19 0.17 2.22 2.30 0.022
rs6979832 GG 4 0 . . . .
MRWG -1.50 -2.57 -0.43 -2.76 0.006
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Geschlecht: weiblich . . . . .
Geschlecht: mannlich 1.16 0.03 2.30 2.02 0.045

Alter -0.004 -0.04 0.04 -0.18 0.856
HDRS-17 -0.009 -0.03 0.01 -0.78 0.434
Adipositas vor LA 10.95 9.48 12.41 14.76 < 0.0001
rs6979832 1 24.38 21.81 26.95 18.71 < 0.0001

2 0.01 -0.49 0.51 0.05 0.959

3 -1.03 -1.97 -0.09 -2.17 0.031

4 0.22 -0.73 1.16 -0.45 0.654
rs6979832 GG 1 0 . . . .
rs6979832 AA oder 1 0.45 -1.00 1.91 0.62 0.539
GA
rs6979832 GG 2 0 . . . .
rs6979832 AA oder 2 0.36 -0.14 0.86 141 0.161
GA
rs6979832 GG 3 0 . . . .
rs6979832 AA oder 3 1.89 0.91 2.86 3.81 0.002
GA
rs6979832 GG 4 0 . . . .
rs6979832 AA oder 4 1.12 0.13 2.10 2.24 0.026
GA
MRWG -1.42 -2.50 -0.35 -2.61 0.010
Geschlecht: weiblich . . . . .
Geschlecht: mannlich 1.27 0.13 2.41 2.19 0.030
Alter -0.07 -0.05 0.03 -0.36 0.719
HDRS-17 -0.08 -0.03 0.01 -0.73 0.468
Adipositas vor LA 11.06 9.59 12.53 14.83 < 0.0001

*Zeitpunkt 1 = Baseline (vor LA), 2 = nach 4 Wochen LA (Studienendpunkt), 3 = nach 4 Monaten LA
(erste Follow-Up-Visite), 4 = nach 7 Monaten LA (Zweite Follow-Up-Visite).

**prognostizierter BMI (in kg/m ?) fur den GG-Genotyp (Referenzgenotyp) und prognostizierte Differenz
des BMI fir den GG-Genotyp zu den Zeitpunkten 2,3 und 4.

**BMI-Differenz verglichen mit dem Referenz-BMI des GG-Genotyps Zeitpunkt 1-4.

Legende: LA = Lithiumaugmentation; MRWG = Co-Medikation mit Risiko fir Gewichtszunahme; HDRS-
17 = Hamilton Depression Rating Scale; BMI = Body Mass Index; Cl = Konfidenzintervall

Zum Verstandnis der Tabelle ein Beispiel: Der prognostizierte BMI fir rs6979832 GA zum Zeitpunkt 3
wurde folgendermal3en kalkuliert werden: (prognostizierter BMI zum Zeitpunkt 1 fir GG-homozygot:
24.34) + (prognostizierte BMI-Differenz zum Zeitpunkt 3 fir GG-homozygot: - 1.04) + (prognostizierte
BMI-Differenz zum Zeitpunkt 3 fir GA: 1.80) = 25.10

3.3.3 Der Effekt des Genotyps auf den BMI

Patient*innen mit einem rs6979832 A-Allel zeigten im Vergleich mit dem GG-Genotyp
einen hoheren BMI und einen starkeren BMI-Anstieg. Daher wurden die Patient*innen
nach dem Vorhandensein des A-Allels bzw. GG-Genotyps eingeteilt: rs6979832(AA/AG
versus GG) *Zeit (P=0.001) und Psychiatrische Co-Medikation mit Risiko fur Gewichts-
zunahme (P=0.013) waren mit einem signifikant negativen Effekt auf den BMI assoziiert.
Rs6979832 zeigte nur einen Trend (P=0.083). Covariaten mit einem signifikant positiven
Effekt auf den BMI waren Zeit (P=0.017) und Adipositas bei Baseline (P<0.0001). M&nn-

liches Geschlecht war mit einem héherem BMI verbunden (P=0.030).
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Course of BMI during LA displayed for the effect of rs6979832 G-allele homozygotes versus
A-allele hetero- and homozygotes
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Abbildung 8: Verlauf des BMI von Tragern des A-Allels von LEP rs6979832 versus GG-homozy-
gote Patient*innen (nach Abbildung 1 aus Bopp et al., 2021)

3.3.4 Der Effekt von LEP rs6979832 auf den Leptinserumspiegel

In der Subpopulation der 89 Patient*innen mit Leptinserumwerten wurde weder fir
rs6979832 noch fur rs6979832*Zeit ein signifikanter Effekt auf den Leptin-Serumspiegel
gefunden: Zeit (P=0.079), rs6979832 (P=0.983) und rs6979832*Zeit (P=0.397)

3.2.5 Analyse der eQTL-Daten

Auch fir das G-Allel von rs6979832 (P=2.7*10710, effect size=0.14, GTEx variant
7 128,216,223 A _G_b38) bzw. das C-Allel des Proxy-SNPs rs10487505 (P=1.8*10710,
effect size=0.14, GTEx variant 7_128,220,110_G_C_b38) konnte beim Vergleich von
eQTL-Daten eine signifikant erh6hte Expression von Leptin mRNA in Fibroblasten fest-
gestellt werden. In anderen Geweben konnte der eQTL-Vergleich keinen Effekt auf die

Leptin Expression zeigen.
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Multi-tissue eQTL Comparison e
ENSG00000174697.4 LEP and chr7_128216223_A_G_b38 ¢QTL (Meta Analysis RE2 P-Value: 6.02675e-7)

Single-tissue eQTL Single-tissue eQTL p-value
Tissue Samples NES p-value  m-value NES (with 85% CI) versus Muiti-tissue Posterior Probability
® Uerus 129 022 ot 0245 |
® Acrenal Gland 23 015 007 0379
Brain - Carsbatiar Hemisphare 178 0185 01 0280
Calls - Cultured fibroblasts 48 0139  27e-10 100
® Toots b omos o3 0215 Cells - Cultured fibroblasts
@ Small Intestine - Terminal lieum 174 00851 04 0.124 !
Stomach 324 00845 02 0.138 0.139
® Spioen 221 00816 03 0173 Sample Size | 483
© Antery - Tivial 584 00806 008 0260
Colon - Sigmoid a8 00655 03 0.129
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4. Diskussion

4.1 Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse

Der BMI stieg sowohl im Subsample der 89 Patient*innen, bei denen der Leptinserum-
spiegel bestimmt worden war, als auch in der gesamten Kohorte von 180 Patient*innen
uber den Beobachtungszeitraum von 4 Wochen LA signifikant an. Der Leptinserumspie-
gel stieg Uber den gleichen Zeitraum im Trend.

Fir drei LEP SNPs (rs2278815, rs10487506 und rs6979832) konnte eine signifikante
Assoziation mit dem BMI wahrend der LA festgestellt werden. Patient*innen, die
rs2278815- oder rs10487506-AA-homozygot sind, zeigten einen signifikant niedrigeren
BMI, als Patient*innen mit einem oder zwei G-Allelen. Fir rs2278815 konnte auch ein
signifikanter Effekt auf den Verlauf des BMI wéhrend der LA nachgewiesen werden: AA-
homozygote Patient*innen nahmen signifikant weniger Gewicht zu als Patient*innen mit
einem oder zwei G-Allelen. Rs6979832-GG-homozygote Patient*innen zeigten - vergli-
chen mit Patient*innen mit einem oder zwei A-Allelen - einen signifikant geringeren BMI-
Anstieg wahrend der LA.

Fur keinen der drei SNPs konnte eine signifikante Assoziation mit dem Leptinserumspie-
gel gefunden werden.

Eine Analyse von eQTL-Daten zeigte sowohl fur das A-Allel von rs2278815 und dessen
Proxy-SNP rs4731426 als auch fir das G-Allel von rs6979832 und das C-Allel von des-
sen Proxy-SNP rs10487505 eine signifikant erhdhte Expressionsrate von LEP mRNA in

Fibroblasten.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Die Daten zeigen einen signifikant positiven Effekt des Leptinserumspiegels auf dem BMI
und einen signifikanten Anstieg des BMI wéhrend der LA, jedoch keinen signifikanten
Effekt der Leptin*Zeit-Interaktion, also keinen nachweisbaren Einfluss des Leptinserum-
spiegels auf den Verlauf des BMI wahrend der LA. Die Frage, ob Lithium eine Anderung
des Leptinserumspiegels und so den Anstieg des BMIs bewirken kann oder ob der An-
stieg des Leptinserumspiegels unabhangig von Lithium mit einem Anstieg des BMI ein-
hergeht, bleibt in Ricken et al., 2016 daher offen.
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Leptin bewirkt durch eine Appetithemmung und Erhéhung des Energieumsatzes einen
gewichtssenkenden Effekt. Der basale Leptinspiegel korreliert mit dem BMI und dem pro-
zentualen Anteil der Fettmasse am Korpergewicht, da es Uberwiegend von Zellen des
weilRen Fettgewebes gebildet wird (Maffei et al.,1995). So kdnnte der Anstieg des Lep-
tinserumspiegels auch bei den mit Lithium augmentierten Patient*innen ganz simpel mit
dem Anstieg des BMI und der damit verbundenen Gegenregulation des Korpers erklart
werden.

Ubergewichtige Individuen zeigen - verglichen mit normalgewichtigen Personen - erhéhte
Leptinspiegel. In diesem Zusammenhang spricht man von einer Leptinresistenz, da der
Leptinspiegel durch die Gewichtserh6hung gesteigert ist, dies aber keinen gewichtssen-
kenden Effekt hervorrufen kann (Maffei et al. 1995). Der Mechanismus dieser Resistenz
konnte bisher noch nicht vollstandig geklart werden. Als mdgliche Ursache wird unter
anderem ein begrenzter Transport von Leptin tUber die Blut-Hirn-Schranke diskutiert, die
Leptin aufgrund seiner Grol3e von 16 Kilodalton nicht frei passieren kann und so die Wir-
kung von Leptin im Hypothalamus nicht unbegrenzt steigerbar ist (Banks, 2001).

Da von den in dieser Studie untersuchten Patient*innen aber nicht einmal ein Funftel
(17%) adip6s waren und die adipdsen Patient*innen auch mit der Covariate Adipositas
bei Baseline beriicksichtigt wurden, wirde man angesichts des relativ kurzen Untersu-
chungszeitraum eher nicht von einer Leptinresistenz als Ursache ausgehen. Au3erdem
gibt es Hinweise, dass Leptin und Lithium in verschiedenen Stoffwechselwegen, die den
Energiestoffwechsel und das Korpergewicht beeinflussen, miteinander interagieren.

Diese Zusammenhange werden im nachsten Kapitel genauer diskutiert.

Die Covariate Psychiatrische Co-Medikation mit einem Risiko flir Gewichtszunahme hatte
in allen Analysen einen signifikant negativen Effekt auf den BMI. Dieses paradoxe Ergeb-
nis kbnnte damit zusammenhéangen, dass diese Wirkstoffe bei Patient*innen mit initial
erhohtem BMI wahrscheinlich zuriickhaltender eingesetzt werden. Durch diese Covariate
wird der zusatzliche Effekt dieser Wirkstoffe auf den BMI berticksichtigt. Das Antidepres-
sivum, das die Patient*innen noch einnahmen und zu dem Lithium augmentiert wurde,
musste bei Studienbeginn seit mindestens 4 Wochen in konstanter Dosierung eingenom-
men werden. Ein additiver Effekt der Wirkstoffe auf den BMI kann aber nattrlich nicht
ganz ausgeschlossen werden. Eine Ubersicht der psychiatrischen Co-Medikation findet
sich in Tabelle 1.
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Eine simple Erklarung fir die Gewichtszunahme von Patient*innen, die mit antidepressi-
ver Medikation behandelt werden, kann auch grundsatzlich sein, dass mit Besserung der
depressiven Symptome sich ein zuvor vermindertes Hungergefuhl wieder normalisiert.
Eine Assoziation des HDRS-17-Scores mit dem BMI konnte allerdings in keinem der ge-

rechneten Modelle gefunden werden.

Fir rs2278815 und rs6979832 konnte ein signifikanter Effekt der Interaktion der SNPs
mit der Zeit auf den BMI gezeigt werden. Dies kann so interpretiert werden, dass diese
SNPs auch einen Einfluss auf den Verlauf des BMIs wéahrend der LA haben. Auch auf
der Genotyp-Ebene zeigte sich der Effekt bei der Interaktion mit der Zeit: rs2278815AA-
und rs6979832-GG-homozygote Patient*innen nahmen signifikant weniger an Gewicht
zu wahrend der Einnahme von Lithium als Patient*innen mit einem rs2278815-G oder
rs6979832-A-Allel. Damit kann das rs2278815-G und rs6979832-A-Allel jeweils als Ri-

siko-Allel fur die Gewichtszunahme gedeutet werden.

Rs1048506 ist ein funktioneller SNP in der LEP-Promotorregion und kénnte hier die Lep-
tin mMRNA-Transkriptionsrate direkt regulieren. Rs2278815 und rs6979832 bzw. ihre
Proxy-SNPs befinden sich nicht in der Promotorregion. Sie kdnnten aber méglicherweise
mit anderen funktionellen SNPs gekoppelt sein, die eine Anderung der Transkriptionsrate
bewirken. In der vorliegenden Kohorte konnte kein Effekt der LEP SNPs auf den Lep-
tinserumspiegel gefunden werden, was darauf hindeutet, dass diese SNPs zumindest
keinen direkten Einfluss haben. Allerdings lagen auch nur von 89 der insgesamt 180 Pa-
tient*innen Daten zum Leptinserumspiegel vor, so dass die Zahl dieser Patient*innen

moglichweise zu gering war, um ein valides Ergebnis zu erhalten.

In der Analyse der eQTL-Daten waren das A-Allel von rs2278815 und das C-Allel von
rs6979832 mit einer signifikant erhdhten Expressionsrate von Leptin mRNA in Fibroblas-
ten assoziiert. Diese Assoziation war in keinem anderen Gewebe signifikant. Dies konnte
auf gewebespezifische Effekte der SNPs auf die Leptin Sekretion hindeuten, die aber
moglicherweise zu klein sind um einen generellen Effekt auf den peripheren Leptinser-

umspiegel zu bewirken.

Die Ergebnisse aus Bopp et al., 2019 und Bopp et al., 2021 weisen darauf hin, dass es

zwischen den LEP SNPs mdglicherweise eine komplexe Interaktion in der Beeinflussung
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des BMI wahrend der LA gibt, da fir mehrere SNPs signifikante Ergebnisse gezeigt wer-
den konnten. Auch in den in Bopp et al., 2021 durchgefihrten Analysen zu kombinierten
Effekten von rs10487506, rs2278815 und rs6979832 blieben die Effekte von rs2278815,
rs6979832*Zeit, rs2278815*rs6979832*Zeit, rs10487506, rs6979832*Zeit und
rs6979832*rs10487506*Zeit signifikant. Dies kann so interpretiert werden, dass der BMI
wahrend der LA unabhangig mit mehreren SNPs assoziiert ist. Diese Ergebnisse passen
auch zu dem moderaten LD zwischen rs6979832 und rs2278815 und dem niedrigem LD
zwischen rs6979832 und rs10487506.

Da die in der Literaturrecherche identifizierten SNPs nicht auf den verwendeten Illumina
Chips vorlagen wurden nahezu perfekte Proxy-SNPs in sehr hohem LD zur Analyse ver-
wendet. Das A-Allel stellt bei rs7799039 und bei dessen Proxy-SNP rs1048506 in der
weltweiten und européischen Verteilung das Minor-Allel dar. Analog ist das G-Allel so-
wohl das Minor-Allel von rs4731426 als auch dessen Proxy-SNP rs2278815 und von
rs10487505 und dessen Proxy-SNP rs6979832. Die Minor-Allel-Frequenzen (MAF) von
rs1048506-A, rs2278815-G und rs6979832-G in der untersuchten Stichprobe entspre-
chen denjenigen der europaischen Bevolkerung (LDIink), was einen Vergleich zu Ergeb-
nissen erlaubt, die sich auf die jeweiligen Proxy-SNPs beziehen.

4.3 Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand

4.3.1 Leptinserumspiegel und Gewichtszunahme wahrend der Einnahme von Lithium,
Antipsychotika oder Antidepressiva

Es gibt bisher nur wenige Studien, welche die Entwicklung des Leptinspiegels wahrend
der Einnahme von Lithium und den Zusammenhang mit der beobachteten Gewichtszu-
nahme untersuchen. Die Ergebnisse aus Ricken et al. 2016, unterstiitzen das Ergebnis
einer Studie, die einen signifikanten Anstieg des Leptinspiegels und des BMI und eine
positive Korrelation des Leptinspiegels mit dem Anstieg des BMI bei 15 bipolaren Pati-
ent*innen findet, die tGber 8 Wochen Lithium als Monotherapie erhielten (Atmaca et al.,
2002). Himmerich et al. berichten von 10 Patient*innen mit bipolarer oder monopolarer
Depression, die Uber 4 Wochen Lithium einnahmen. Der BMI stieg dabei signifikant an,

jedoch konnte keine Anderung des Leptinspiegels gefunden werden (Himmerich et al.,
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2005). Soeiro-de-Souza et al. fanden bei 25 bipolaren Patient*innen nach 6 Wochen Mo-
notherapie mit Lithium ebenfalls keine Anderung des Leptinspiegels. Sie konnten auch
keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe bezlglich des Leptinspiegels und
des BMI feststellen (Soeiro-de-Souza et al., 2014).

Es handelt sich hier jeweils um Studien mit einer - im Vergleich zur aktuellen Studie -
deutlich kleineren Patient*innenzahl, und demnach auch geringerer statistischer Trenn-
schéarfe. Auch sind die untersuchten Patient*innen nicht lithiumaugmentiert, sondern wur-
den mit einer Monotherapie behandelt. Himmerich et al. beobachteten ebenfalls Uber 4
Wochen, bei Soeiro-de-Souza et al. (2014) und Atmaca et al. (2002) hingegen weicht der
Beobachtungszeitraum mit 6 Wochen etwas ab. Damit sind die Studien nur bedingt mit
der aktuellen Studie vergleichbar. Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um auf
eine Tendenz des Leptinspiegels wahrend der Einnahme von Lithium und den Zusam-

menhang mit dem BMI schlieen zu kénnen.

Es gibt diverse Studien, die den Verlauf des BMI und des Leptinspiegels wahrend der
Einnahme von Antipsychotika untersuchen. Auch wenn nicht alle Untersuchungen einen
Anstieg des Leptinspiegels und einen Zusammenhang mit dem BMI feststellen, bestatigt
eine Metaanalyse Uber 39 Studien mit antipsychotischer Medikation eine signifikante As-
soziation zwischen dem Anstieg des BMI und dem Leptinspiegel (Potvin et al. 2015):
Studien mit Clozapin, Quetiapin oder Olanzapin zeigten dabei einen moderaten Anstieg
des Leptinspiegels, wahrend in Studien mit Risperidon oder Haloperidol nur ein leichter

Anstieg gefunden wurde.

Studien mit Antidepressiva zeigen kein einheitliches Ergebnis zur Tendenz des Leptin-
spiegels wahrend der Therapie. Eine Metaanalyse zu dieser Fragestellung fehlt bisher.
So finden Schilling et al. bei insgesamt 149 Patient*innen nach 28-35 Tagen erhdhte
Leptinspiegel und einen BMI-Anstieg bei Patient*innen, die Mirtazapin oder Amitriptylin
einnahmen. Bei Patient*innen, die Paroxetin oder Venlafaxin einnahmen, konnte keine
Anderung des Leptinspiegels festgestellt werden (Schilling et al., 2013). Andere Studien
konnten einen Anstieg des Leptinspiegels und des BMI unter der Therapie mit Trizykli-
schen Antidepressiva bestatigen (Kraus et al. 2002; Schmid et al. 2006). Hinze-Selch et
al. finden nach 6-wo6chiger Einnahme von Amitriptylin oder Paroxetin bei 22 Patient*innen
zwar einen Anstieg des BMI, aber keine Anderung des Leptinspiegels (Hinze-Selch et all.
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2000). Auch Himmerich et al. finden keinen Einfluss des Leptinspiegels auf die Gewichts-
zunahme nach 6 Wochen Therapie mit verschiedenen Antidepressiva (Himmerich et al.
2004).

Der Zusammenhang zwischen dem Verlauf des Leptinspiegels und der Gewichtszu-
nahme unter psychiatrischer Medikation ist - auf3er bei der Therapie mit Antipsychotika-

noch weitgehend ungeklart.

4.3.2 LEP SNPs und Gewichtszunahme wahrend der Einnahme von Lithium,

Antipsychotika oder Antidepressiva

Bopp et al. 2019 und Bopp et al., 2021 sind die ersten Publikationen, die die Assoziation
von LEP SNPs mit Lithium-induzierter Gewichtszunahme untersuchen. Studien zu Anti-
depressiva, die eine Gewichtszunahme bewirken kénnen, fehlen bisher in diesem Kon-
text, allerdings gibt es diverse Studien zu LEP SNPs und AIWG:

Rs7799039 - der Proxy-SNP von rs10487506 - ist im Zusammenhang mit AIWG der am
besten untersuchte LEP SNP. Es gibt Studien, die eine Assoziation von rs7799039 mit
AIWG finden (Ellingrod et al., 2007; Calarge et al., 2009; Kang et al., 2014). Allerdings
liefern die Studien insgesamt kein einheitliches Ergebnis zum Risiko-Allel fir AIWG. Eine
Meta-Analyse Uber 7 Studien mit insgesamt 451 Patient*innen - die verschiedene An-
tipsychotika einnahmen - und 568 Kontrollen, fand einen signifikanten Zusammenhang
des A-Allels von rs7799039 mit AIWG in der asiatischen Subpopulation. Fir die gesamte
Population konnte jedoch keine signifikante Assoziation festgestellt werden. Betrachtet
man die europaische Subpopulation zeigten Patient*innen mit einem A-Allel eine im
Trend geringere Gewichtszunahme (Shen et al., 2014). Das Ergebnis fur die europaische
Subpopulation entspricht der Analyse des Proxy-SNPs rs1048506 in Bopp et al., 2019,
wonach Patient*innen mit dem AA-Genotyp einen signifikant niedrigeren BMI haben als
Patient*innen mit einem oder zwei G-Allelen. Ein signifikanter Effekt auf die Anderung
des BMI wéhrend der LA konnte in Bopp et al., 2019 fir rs1048506 nicht gezeigt werden,
jedoch nahmen Patient*innen mit einem oder zwei G-Allelen prinzipiell mehr Gewicht zu.
Ebenfalls keine signifikante Assoziation von rs7799039 mit AIWG findet eine weitere Me-
tanalyse Uber 12 Studien (Yoshida et al., 2020). Nur in der Subgruppe der Patient*innen
mit der ersten Schizophrenie-Episode zeigte sich das A-Allel mit Gewichtszunahme as-
soziiert - was dem Ergebnis von Bopp et al., 2019 widerspricht. Yoshida et al. haben
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aulRerdem in einem européischen Subsample der CATIE-Studie an 164 Schizophrenie-
Patient*innen, die Antipsychotika der zweiten Generation einnahmen, den Effekt von
rs7799039 auf AIWG untersucht und finden hier ebenfalls kein signifikantes Ergebnis.

Fur den rs7799039-AA-Genotyp konnte eine héhere Rate an mRNA-Transkription und
eine vermehrte Sekretion von Leptin Protein gezeigt werden (Hoffstedt et al, 2002;
Marcello et al, 2015). Die appetithemmende Wirkung von Leptin kénnte so mit dem ge-
ringeren BMI der Patient*innen mit dem AA-Genotyp in Bopp et al., 2019 assoziiert sein,
allerdings konnte hier keine Assoziation der LEP SNPs mit dem Leptinserumspiegel ge-
funden werden. Auch andere Studien konnten keine Assoziation von rs7799039 mit dem
Leptinspiegel zeigen, etwa bei mit Clozapin behandelten Schizophrenie-Patient*innen

(Klemettila et al, 2015) oder bei adipdsen Individuen (Fourati et al, 2013).

Zu rs4731426 bzw. dessen Proxy-SNP rs2278815 wurde bisher nur eine Studie im Zu-
sammenhang mit Gewichtszunahme unter psychiatrischer Medikation veroffentlicht. Svri-
vastava et al. untersuchten an 154 Schizophrenie-Patient*innen, die Olanzapin einnah-
men, den Effekt von 14 SNPs (darunter rs2278815 und rs4731426) auf den BMI (Sri-
vastava et al., 2008). Auch hier war das G-Allel von rs4731426 mit starkerer Gewichts-
zunahme assoziiert. G ist sowohl das Minor-Allel von rs4731426 als auch dessen Proxy-
SNP rs2278815. Da die beiden SNPs sich in so hohem LD befinden, kann man von einem
Ubertragbaren Ergebnis ausgehen. Srivastava et al. konnten fir rs2278815 kein signifi-
kantes Ergebnis in Bezug auf die Gewichtszunahme finden. Sie fanden in ihrer Stich-
probe jedoch auch nur ein geringes LD zwischen diesen beiden SNPs, was erstaunt, da
fur die nordindische Bevdlkerung ebenfalls ein hohes LD zwischen rs2278815 und
rs4731426 zu finden ist (LDLink). Dieses abweichende Ergebnis kénnte also doch auf
genetische Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen zurlickzufiihren sein. Da
es sich hier um eine Studie handelt, welche die Gewichtszunahme wéhrend der Ein-
nahme von Olanzapin untersucht, lassen sich die Ergebnisse auch nur bedingt verglei-
chen.

Es existieren weitere Studien zu rs4731426 und Adipositas beziehungsweise Gewichts-
zunahme ohne Bezug zu psychiatrischer Medikation:

Dasgupta et al. finden bei 304 adipdsen Personen und 309 Kontrollen aus Sudindien als
Minor-Allel das C-Allel von rs4731426 mit Gewichtszunahme assoziiert (Dasgupta et al.
2014). Diese Verschiebung des Minor-Allels - verglichen mit den Ergebnissen von Sri-

vastava et al. - kdnnte auf das sogenannte Flip-Flop-Phanomen zurtickzufiihren sein: Der
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SNP ist dabei in Korrelation mit anderen Risiko-Varianten, so dass es zu Abweichungen
bei der Vererbung kommt (Lin et al, 2007).

Zur Bestimmung von Pradiktoren fur die Gewichtsanderung wahrend einer Diat unter-
suchten Erez et al. 322 Ubergewichtige Personen, die an einer randomisierten, kontrol-
lierten Erndhrungsintervention teilnahmen. Diese war unterteilt in eine Gewichtsredukti-
onsphase von 6 Monaten und eine anschlieRende Phase von 18 Monaten in der das
Gewicht gehalten werden sollte. Dabei wurde eine signifikante Assoziation von
rs4731426 mit erneuter Gewichtszunahme wahrend der zweiten Phase gefunden, jedoch
keine Assoziation mit dem Leptinspiegel. Ein Risiko-Allel fir die Gewichtszunahme wurde

nicht bestimmt.

Bisher konnten nur wenige Studien eine Assoziation von LEP SNPs mit dem Leptinspie-
gel nachweisen (Ben Ali et al., 2009; Nesrine et al., 2018). Die meisten Studien finden
zwar einen Zusammenhang zwischen LEP SNPs und dem BMI, aber keine Assoziation
mit dem Leptinspiegel - analog Bopp et al., 2019 und Bopp et al., 2021. Um geeignete
Pradiktoren fir Anderungen des Leptinspiegels zu finden, untersuchte eine GWAS die
Leptinspiegel von 52.140 Individuen (Kilpelainen et al., 2016). Kilpeldinen et al. fanden 5
Loci, die mit dem Leptinspiegel assoziiert waren, darunter LEP rs10487505 mit dem Mi-
nor G-Allel als das Leptinspiegel erhéhende Allel. In eQTL-Analysen konnte keine Asso-
ziation des SNPs mit der Expressionsrate von Leptin mRNA im Fettgewebe, in der Leber,
in Lymphozyten, im Gehirn oder Hautgewebe festgestellt werden. Allerdings untersuch-
ten Kilpelainen et al. den Zusammenhang des SNPs mit der mRNA-Expression nicht in
Fibroblasten, daher kann hier kein Vergleich zu Bopp et al. 2021 gezogen werden.

Zwei aktuellere Studien haben rs10487505 im padiatrischen Kontext untersucht und fin-
den das G-Allel mit niedrigerem Gewicht und Leptinspiegel assoziiert (Helgeland et al.,
2019; Manco et al. 2022). Dies entspricht dem Ergebnis von Bopp et al., 2021 in Bezug
auf den BMI und widerspricht den Erkenntnissen von Kilpeldinen et al. in Bezug auf den
Leptinspiegel. Da es sich hier um padiatrische Patient*innen handelt lassen sich die Er-

gebnisse aber nur bedingt vergleichen.

4.3.3 Leptin-mRNA-Expression in Fibroblasten

Leptin wird zwar hauptsachlich in Zellen des weif3en Fettgewebes gebildet, es konnte
aber auch eine Produktion in anderen Geweben wie Gehirn, Skelettmuskel oder Leber
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gezeigt werden (Wang et al., 1998; Wiesner et al. 1999). In Bopp et al. 2019 & 2021
konnte in der Analyse von eQTL-Daten nur in Fibroblasten eine Assoziation von
rs2278815 und rs6979832 mit einer erhohten Expressionsrate von LEP mRNA gefunden
werden. Fibroblasten und Adipozyten haben eine gemeinsame Stammzellherkunft
(Glasow et al., 2001). Glasow et al. wiesen in menschlichen Fibroblasten eine Insulin-
gesteuerte Expression von Leptin und LEPR-Isoformen nach (Glasow et al., 2001). Es
gab nachfolgend nur wenige Studien, welche die Expression von Leptin in Fibroblasten
untersucht haben. Diese konnten die Hypothese von Glasow et al. bestatigen (Erickson
et al. 2001; Ezure & Amano, 2007). Dagegen diskutieren diverse Untersuchungen einen
proinflammatorischen Effekt von Leptin durch Freisetzung von Zytokinen wie Interleukin-
6 oder -8 Uber Bindung an LEPR an der Oberflache von Fibroblasten (Watanabe et al.,
2019; Wei et al., 2019). Studien, welche die Leptinsekretion in Fibroblasten in Bezug auf
eine Gewichtszunahme unter Lithium oder psychiatrischer Medikation untersuchen, sind
abgesehen von der ALIA/ELIA-Studie nicht veroffentlicht. Kilpeldinen et al. haben den
Zusammenhang von rs10487505 und der Expression von LEP nicht in Fibroblasten un-
tersucht, sondern nur in anderen Geweben (Kilpelainen et al., 2016).

4.3.4 Signalwege von Leptin und Lithium

Leptin und Lithium wirken teilweise in den gleichen Signalwegen, daher besteht die Hy-
pothese, dass sie sich in ihrer Wirkung gegenseitig beeinflussen konnen.

Leptin generiert seine appetit- und gewichtsregulierende Wirkung vor allem im Hypotha-
lamus durch Bindung an seinen Rezeptor, der zur Familie der Klasse-I-Zytokin-Rezepto-
ren gehdrt. Durch alternatives Splicing existieren sechs LEPR-Isoformen (LEPRa-f), wo-
bei Leptin vor allem tber die lange Isoform (LEPRD) in verschiedenen Signalwegen wirkt.
Nach Bindung von Leptin an LEPRD erfolgt die Dimerisierung des Rezeptors und die
Aktivierung der Rezeptor-assoziierten Tyrosinkinase Januskinase 2 (JAK2), was die
Phosphorylierung von JAK2 selbst und von drei Tyrosinresten auf LEPRb bewirkt (Park
& Ahima, 2014). Diese aktivieren jeweils spezifische Stoffwechselwege, darunter den
JAK2- Signal Transducer And Activator Of Transcription 3 (STAT3) -Signalweg, der bis-
her am besten untersucht ist und fur die gewichtsregulierende Wirkung von Leptin von
besonderer Bedeutung zu sein scheint (Miinzberg & Morrison, 2015; Bates et al., 2003).
Die Signalwirkung Gber LEPRb wird Uber zwei Adaptormolekille gesteuert: Suppressor-
of-cytokine-signaling-3 (SOCS-3) und Phosphotyrosinphosphatase-1B (PTP1B), die
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beide eine negative Riickkopplung auf die Leptinwirkung haben (Minzberg & Morrison,
2015). So wurde bei adiposen High-Fat-Diet-Mausen eine erhdhte Expression von
SOCS-3- und PTP1B-mRNA im Hypothalamus gefunden, was eine verstarke Hemmung
der Leptinwirkung und damit eine Leptinresistenz bedeuten kann (Howard et al., 2004;
White et al. 2009). Bei Schizophrenie-Patienten, die dauerhaft mit Olanzapin behandelt
wurden, konnte eine verstarkte Expression von PTP1B festgestellt werden (Yang et al.,
2019). Fur Sulpirid konnte ein Anstieg der Expression von SOCS-3 im Nucleus arcuatus
hypothalami gefunden werden (Anderson et al., 2008). Fur Lithium fehlen bisher entspre-

chende Untersuchungen.
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Abbildung 10: Leptin-Signalwege (erstellt nach Abbildung 1 aus Liu et al., 2021)

Neben der Aktivierung des JAK-STAT3-Signalwegs wird tber LEPRb durch JAK2 auch
die Phosphorylierung von Insulinrezeptorsubstrat (IRS) und damit auch PI3K induziert
und in einer weiteren Signalkaskade AKT aktiviert. Der PI3K-AKT-Signalweg ist an der
Regulation von diversen zellularen Funktionen involviert, darunter auch am Lipid- und

Glukosemetabolismus (Zhao et al., 2002). Leptin bendtigt die Signalwirkung von STAT3
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und auch PI3K/AKT um die hypothalamische Expression von Proopiomelanocortin
(POMC)-Genen zu fordern und die Expression von Neuropeptid Y (NPY)- und Agouti-
related-Protein (AgRP)-Genen zu hemmen (Hill et al., 2008; Morrison et al. 2005). Uber
POMC-Neurone, die a-Melanocyten-stimulierendes-Hormon (a-MSH) freisetzen, wird
uber Melanocortin-3 und -4-Rezeptoren (MCR) ein appetithemmender Effekt erzielt. Uber
AgRP-Neurone, welche von Leptin gehemmt werden, wird via AGRP und NPY - die anta-
gonistisch an MCR3 und MCR4 wirken - dagegen ein appetitsteigernder Effekt generiert
(Schwartz et al., 2000). Im Gehirn von mit Lithium behandelten Ratten konnte eine Erho-
hung von NPY-Spiegeln gezeigt werden (Mathé at al., 1990), was die appetithemmende
Wirkung von Leptin abschwachen wirde. Dagegen konnten nach einer Behandlung mit
Lithium erniedrigte Spiegel von a-MSH festgestellt werden (O'Donohue et al., 1982; Kafka
et al., 1982). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Lithium die appetithemmende

Wirkung von Leptin Gber die Regulation von a-MSH und NPY abschwachen kann.

Uber AKT gibt es eine weitere Interaktionsmaglichkeit mit Lithium: AKT hemmt das En-
zym GSK3R (Williams at al, 2011). Auch Lithium hemmt GSK3(3 sowohl direkt tiber eine
Kompetition mit Magnesium (Ryves and Harwood 2001), als auch indirekt Uber Hem-
mung der Inositol-Monophosphatase und die dadurch bedingte Aktivierung der PI3K, die
unter anderem im Wnt- und Insulin/PI3K-Signalweg tber nachgeschaltete Schritte eine
hemmende Wirkung auf GSK33 hat (Klein & Melton 1996). Diese durch Lithium verstarkte
Hemmung von GSK3R kdnnte zu einer negativen Rickkopplung und so zu einer Modu-
lation des PI3K-Stoffwechsels und damit auch einer Beeinflussung der Leptin-Signalwir-
kung fuhren. Eine Hemmung des PI3K-Stoffwechels scheint den appetithemmenden Ef-
fekt von Leptin abzuschwéachen (Zhao et al, 2002). Die Beteiligung des PI3K-Stoffwech-
sels an der Entwicklung von Adipositas wird diskutiert (Beretta et al. 2015).

Lithium aktiviert durch Hemmung von GSK3[3 einen weiteren Stoffwechselweg: den
Wnt/B-Catenin-Signalweg, dessen zentraler Inhibitor GSK3R ist (Vallé et al., 2021). Die-
ser steuert Uber die Aktivierung des zentralen Effektor-Molekuls p-Catenin die Transkrip-
tion verschiedener Zielgene. Der Wnt/[3-Catenin-Signalweg ist an der Entwicklung von
weil3em und braunem Fettgewebe beteiligt und Modulationen von verschiedenen Ligan-
den und Rezeptoren des Signalwegs werden mit der Entwicklung von Adipositas und
Insulinresistenz in Verbindung gebracht (Chen & Wang, 2018; Das et al., 2021). Eine
Aktivierung des Signalwegs fuhrt zu verminderter Adipogenese und gleichzeitig auch zu

gesteigerter Expression von LEP mRNA in Adipocyten (Chen et al. 2015). So kann der
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Wnt/3-Catenin-Signalweg durch die Injektion von Insulin aktiviert werden und ist mit einer
erhdhten Expression von Leptin mRNA in Adipozyten von Mausen (Chen et al. 2015) und
Menschen (Wabitsch et al, 1996) assoziiert. Erhdhte Leptinspiegel wurden nach der In-
fusion von Insulin bei Patienten mit nichtinsulinpflichtigem Diabetes mellitus und gesun-
den Kontrollen festgestellt (Malmstréom et al, 1996). Lithium kénnte tber eine Aktivierung
des Wnt/R-Catenin-Signalwegs ahnlich wie Insulin zu erhéhter Expression von LEP-
MRNA und so zu verstarkter Sekretion von Leptinprotein fuhren. Die verstarkte Hem-
mung von GSK3[3 sowohl Uber den Leptinsignalweg als auch durch Lithium kdnnte auch
hier eine negative Rickkopplung und in Folge eine Veranderung der Adipogenese bewir-
ken. Untersuchungen zur Interaktion von Lithium und dem Wnt/3-Catenin-Signalweg in

Fibroblasten fehlen bisher.

Eine weitere mogliche Schnittstelle der Leptin- und Lithiumwirkung ist der Serotoninstoff-
wechsel: Der Neurotransmitter Serotonin wird in den enterochromaffinen Zellen der
Darmschleimhaut und im Zentralnervensystem gebildet. Eine Passage der Blut-Hirn-
Schranke ist nicht moglich. M&use, bei denen das zur zentralnervosen Serotonin-Syn-
these essenzielle Enzym Tryptophan-Hydroxylase-2 inaktiviert ist, zeigen eine Appetit-
minderung und einen gesteigerten Energieumsatz im Vergleich zu Wildtyp-Mausen
(Yadav et al. 2011). Ein appetitsteigernder Effekt von Serotonin wurde fir die Serotonin-
rezeptoren 5-HTR-1 und 5-HTR-2 gezeigt, Uber andere Rezeptoren kann Serotonin auch
appetithemmend wirken (Oury & Karsenty, 2011). Einige Studien konnten eine vermin-
derte Synthese und Freisetzung von Serotonin in Stammhirn-Neuronen im Zusammen-
hang mit Leptin zeigen und so die Hypothese unterstiitzen, dass Leptin seine appetit-
hemmende Wirkung durch Hemmung der appetitsteigernden Effekte von Serotonin be-
wirkt (Yadav et al. 2009; Fernandez-Galaz et al. 2010). Nach Verabreichung von Lithium
konnten erhdhte Serotoninspiegel in verschiedenen Gehirnregionen nachgewiesen wer-
den (Baptista et al. 1990). So koénnte Lithium die appetithemmende Wirkung von Leptin

vermindern, indem es die Hemmung der Serotoninsynthese abschwacht.

Untersuchungen zu LEP SNPs und deren Auswirkungen auf die verschiedenen Signal-

wege fehlen bisher.
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4.4  Starken und Schwéachen der Studie

Die Hypothese dieser Dissertation wurde erst einige Zeit nach Beginn der ALIA-/ELIA-
Studie entwickelt, daher war die Studie zu Beginn nicht auf diese Fragestellung ausge-
richtet. So wurden die Blutentnahmen nicht immer konstant nach (postprandial steigt der
Leptinspiegel) bzw. vor den Mahlzeiten durchgefiihrt, was zu veranderten Leptinserum-
spiegeln fihren kann. Auch konnte nicht fur alle Patient*innen der Leptiserumspiegel aus
den eingefrorenen Blutproben nachbestimmt werden, da teilweise zu wenig Blutserum
vorhanden war. Aufgrund des urspriinglichen Studiendesigns war es auch nicht vorgese-
hen, weitere Parameter in den Blutproben zu bestimmen, die mit einer Gewichtszunahme
in Zusammenhang stehen kénnen, wie etwa Triglyzeride oder Cholesterol. Bei wenigen
Patient*innen wurde der Visitenbogen um Fragen zu Erndhrung und Appetit wahrend der
LA erganzt. Aufgrund der geringen Menge an erhobenen Daten wurden diese aber nicht
in die Analyse einbezogen.

Nur fur 89 der insgesamt 180 Patient*innen konnte Leptin bei Baseline und nach 4 Wo-
chen LA bestimmt werden, was das Ergebnis zum Einfluss der Leptin SNPs auf den Lep-
tinserumspiegel beeinflussen kdnnte. Gegebenenfalls war hier die Patient*innenzahl zu

gering, um ein signifikantes Ergebnis zu finden.

Bei der ALIA-/ELIA-Studie handelt es sich um eine Kohortenstudie, in die Patient*innen
eingeschlossen wurden, die fur eine Augmentation mit Lithium vorgesehen waren. Es
handelt sich also nicht um eine randomisierte Placebo-kontrollierte Studie, bei der die
Gewichtszunahme gegen eine Placebogruppe untersucht werden kann. Auch wurden die
Mahlzeiten der Patient*innen nicht vorgegeben oder kontrolliert, so dass man keinen Ver-
gleich hat welche Patient*innen mehr Kalorien zu sich genommen haben. Die Kalorien-
zufuhr der Patient*innen zu vergleichen wére genauso wie eine Placebogruppe mit ahn-

licher Kalorienzufuhr ein sinnvolles Vorgehen, um die Qualitat der Studie zu verbessern.

Die besondere Starke der Studie ist die - fur eine Studie mit Lithium - grof3e Anzahl an
untersuchten Patient*innen: es handelt sich um das aktuell gré3te Sample an MD-Pati-
ent*innen mit LA, die zu Lithium-induzierter Gewichtszunahme untersucht wurden. Die
wenigen vorherigen Untersuchungen wurden an deutlich kleineren Patient*innengruppen
durchgefuhrt, beziehen sich auf Patient*innen, die nicht explizit Lithium-augmentiert sind
oder Patient*innen mit bipolarer Depression. Die ALIA/ELIA-Studie untersucht erstmals
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den Zusammenhang zwischen LEP SNPs und der Gewichtszunahme wahrend einer LA.
Es gibt aktuell keine weiteren veréffentlichten Studien, die die Assoziation zwischen LEP
SNPs und Lithium-induzierter Gewichtszunahme untersuchen, die ALIA/ELIA-Studie ist
also die erste Studie, die den Zusammenhang zwischen LEP SNPs und der Gewichtszu-

nahme wahrend einer LA analysiert.

4.5 Implikationen fur die Praxis und zukinftige Forschung

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass LEP SNPs das Potenzial haben kdnnten
um im Zuge der personalisierten Medizin und genetischen Analyse der Patient*innen als
Pradiktoren fur die Vorhersage des Risikos einer Gewichtszunahme wéahrend der Aug-
mentation mit Lithium genutzt zu werden und die Therapie fur MD-Patient*innen zu opti-
mieren. FUr Patient*innen, welche die Risiko-Allele fiir eine potenzielle Gewichtszunahme
tragen, kénnte die Therapieentscheidung unter diesem Gesichtspunkt abgewogen bezie-
hungsweise die Patient*innen speziell beraten werden. Die Gewichtszunahme zahlt zu
den besonders belastenden Nebenwirkungen einer Therapie mit Lithium und ist daher
mit Non-Adharenz und Therapieabbrichen verknipft. Durch die Mdglichkeit Patient*in-
nen zu identifizieren, die wahrscheinlich vermehrt von einer Gewichtszunahme betroffen
sein werden, konnte man diesen Patient*innen eher alternative Therapien verordnen oder
diesen Aspekt zumindest in die Therapieentscheidung einbeziehen. Dagegen wirden
Patient*innen, die ein geringeres Risiko fur eine Gewichtszunahme hatten, von der Wirk-
samkeit von Lithium bei TRD profitieren.

Es handelt sich hier um die erste Analyse des Einflusses von LEP SNPs auf die Lithium-
induzierte Gewichtszunahme, daher lassen sich noch keine definierten Aussagen fur die
Praxis treffen und es sind weitere und groéf3ere Studien zur Bestéatigung der Ergebnisse
notwendig - auch um gegebenenfalls weitere LEP SNPs zu identifizieren, die mit der Ge-

wichtszunahme wéahrend einer Therapie mit Lithium in Verbindung stehen kdnnten.

In der aktuellen Studie wurden nur die einzelnen Effekte der jeweiligen LEP SNPs bezie-
hungsweise deren Risiko-Allel untersucht. In Folgestudien kdnnte die Kombination meh-
rerer LEP SNPs analysiert werden, etwa in Haplotyp-Analysen, die den LEP Genlocus

umfassen und bei denen die Kombination mehrerer Risiko-Allele analysiert werden
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koénnte. Auch die gewebespezifischen Effekte der LEP SNPs in Fibroblasten, die in dieser
Studie erstmals analysiert worden sind, sollten noch genauer untersucht werden. Ebenso
sollten die Analysen fur andere Gewebetypen wiederholt werden, auch wenn in der aktu-

ellen Untersuchung kein Effekt gefunden werden konnte.

Es ist bisher nur wenigen Studien gelungen SNPs zu identifizieren, die mit dem Leptin-
spiegel wahrend der Einnahme von psychiatrischer Medikation assoziiert sind. In der ak-
tuellen Studie konnte kein Zusammenhang zwischen den LEP SNPs und dem Leptinse-
rumspiegel gezeigt werden. Dies kdnnte mdglicherweise auch an der zu geringen Anzahl
an Patient*innen liegen, fir die der Leptinserumspiegel bestimmt werden konnte. Hier
sollten nachfolgende Studien mit weiteren LEP SNPs und gré3eren Patient*innenzahlen

anknupfen.
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5. Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse aus Ricken et al., 2016, Bopp et al., 2019 und Bopp et al., 2021 deuten
darauf hin, dass der Leptinserumspiegel und LEP SNPs mit der Gewichtszunahme wéah-
rend der Augmentation mit Lithium assoziiert sind. Von den untersuchten LEP SNPs zei-
gen rs2278815 und rs6979832 ein Potenzial als Pradiktoren zur Abschatzung des Risikos
der lithium-induzierten Gewichtszunahme anhand der genetischen Analyse auf das Vor-
handensein von Risiko-Allelen. Damit konnte bei den Trager*innen der Risiko-Allele die
Therapie vor Behandlungsbeginn besonders bewertet werden, um mégliche Non-Adha-
renz und negative Gesundheitsfolgen zu vermindern. Die aktuelle Arbeit schafft mit der
erstmaligen Untersuchung von LEP SNPs im Zusammenhang mit lithium-induzierter Ge-
wichtszunahme eine Basis fur die patient*innenindividuelle Lithiumtherapie. Es bedarf in
Zukunft weiterer Studien, um diese Ergebnisse zu bestatigen und gegebenenfalls weitere

LEP SNPs zu identifizieren und deren Zusammenwirken zu klaren.
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Abstract

Lithium-treated patients often suffer from weight gain as a common adverse event. In an ear-
lier investigation, we found an impact of two single-nucleotide polymorphisms (rs10487506 and
rs2278815) at the leptin gene on weight gain but not on leptin protein levels in serum under
lithium augmentation. A recent genome-wide association study identified a polymorphism at
the leptin gene locus (rs10487505) associated with circulating leptin protein levels. To char-
acterize potential effects of this variant in acute major depressive disorder, we investigated
body mass indices from 180 lithium-augmented patients and serum concentrations of leptin
protein from 89 patients using linear mixed model analyses and rs6979832, a proxy SNP of
rs10487505. Body mass index was measured before and after 4 weeks of lithium augmenta-
tion, in a subsample also after 4 and 7 months. Leptin serum levels were measured before
and during lithium augmentation. G-allele homozygotes of rs6979832 had a significantly lower
body mass index increase during observation compared to A-allele hetero- and homozygotes.
However, we found no influence on leptin serum levels. Joint analyses of rs6979832 with the
previously investigated polymorphisms rs10487506 and rs2278815, and expressed quantitative
trait data, suggest a complex interplay between SNP alleles at the leptin locus. These re-
sults strongly support our earlier findings that common genetic variation at the leptin gene
locus may be involved in lithium augmentation-associated weight gain in major depressive
disorder.

© 2021 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC

BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)

1. Introduction

Weight gain is a common adverse effect of lithium aug-
mentation (LA) that was observed in up to 62% of psy-
chiatric patients (Livingstone and Rampes, 2006). Leptin,
an adipocyte-secreted peptide hormone, decreases body
weight by both suppressing appetite and increasing en-
ergy expenditure (Ahima et al., 1996). Single-nucleotide-
polymorphisms (SNPs) at the leptin gene locus (LEP) were
reported to be associated with obesity and metabolic dis-
eases (Yu et al., 2012), and weight gain under psychi-
atric medication, mainly antipsychotic-induced weight gain
(Lee and Bishop, 2011). Furthermore, an association be-
tween changes in leptin levels and depression and an
antidepressant-like effect of leptin are being recently dis-
cussed (Ge et al., 2018).

In an earlier investigation we found leptin serum levels
positively associated with body mass index (BMI) under LA in
patients with major depressive disorder (MDD; Ricken et al.,
2016). Additionally, we identified an effect of two LEP SNPs
on BMI (rs10487506, rs2278815) as well as of rs2278815
on BMI change during LA. However, we did not find sup-
port for a genotype-dependent effect on leptin serum lev-
els (Bopp et al., 2019). New evidence for an effect of com-
mon genetic variation on leptin was provided by a genome-
wide association study (GWAS) which identified several loci
influencing circulating leptin levels in cohorts of European
ancestry (Kilpeldainen et al., 2016). One of the top findings
was a genome-wide significant SNP located 21 kb upstream
of LEP (rs10487505). In the present study, we sought for
an effect of rs10487505 on BMI as well as on leptin serum
levels during LA using a prospective MDD cohort. Addition-
ally, we analyzed potential joint effects between the GWAS
SNP (rs10487505) and our candidate SNPs (rs10487506,
rs2278815) on BMI and Genotype-Tissue Expression data
(GTEX).

2. Experimental procedures

2.1. Patients and analysis of leptin protein

The cohort consists of 180 treatment resistant patients with DSM-IV
MDD. BMI data were available for all 180 patients before and after
4 weeks of LA, for 61 patients after 4 months and for 66 patients
after 7 months of LA. Severity of depression (Hamilton Depres-
sion Rating Scale; HRDS-17 score), BMI (kg/m?), and leptin serum
concentrations (available for 89 patients; non-fasting; assessed by
ELISA) were measured before and after 4 weeks of LA. Follow-up
data were obtained after 4 or 7 months or both. For further details
on analysis of leptin protein and genotyping and patient criteria see
Bopp et al., 2019

2.2. Analysis of leptin polymorphisms

The proxy SNP rs6979832 was used to investigate LEP rs10487505.
Pairwise linkage disequilibrium (LD) between SNP and proxy SNPs
was analyzed using the application LDpair from the web-based suite
LDlink 2019 (Machiela and Chanock, 2015). LEP rs10487505 showed
a nearly perfect LD with rs6979832 (D’=1.00, R2=0.98, based on
the CEU reference), i.e. the minor allele of rs10487505 (G) was
correlated with the minor allele (A) of rs6979832 and the major
allele of rs10487505 (C) was correlated with the major allele of
rs6979832 (G). Using LDpair, we also analyzed LD patterns in Euro-
peans between rs6979832 and the two previously investigated SNPs
rs2278815 and rs10487506 (Bopp et al., 2019). We found low to
moderate LD between rs6979832 and rs2278815 (R2=0.22, D’=0.55)
as well as between rs6979832 and rs10487506 (R2=0.09, D’=0.31).
These estimates were confirmed when we analyzed LD empirically
in our study sample (rs6979832 and rs2278815: R2=0.28, D’=0.63;
rs6979832 and rs10487506: R2=0.11, D’=0.34).

We used random-intercept linear mixed models to investigate
possible associations of SNPs and BMI. We analyzed the effect of
rs6979832 genotype on BMI with an additive genetic model and fur-
thermore the effect of GG homozygotes versus A-allele carriers.
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Table 1 The effect of rs6979832 genotypes and covariates on the course of BMI during LA.
Covariate Genotype Time*  Estimate** Estimate*** 95%- CI t value Pvalue
Lower Upper
rs6979832 genotype(rs6979832 GG genotype versus A allele)
1 24.34(24.38) 21.79(21.81) 26.89(26.95) 18.82(18.71) <0.0001(<0.0001)
2 0.006(0.01) —0.50(—-0.49)  0.51(0.517) 0.03(0.05) 0.980(0.959)
3 ~1.04(-1.03) -1.98(-1.97) -0.10(-0.09) -1.98(-2.17)  0.031(0.031)
4 0.21(0.22) —0.74(-0.73)  1.16(1.16) —0.75(0.45) 0.668(0.654)
AA 1 1.23 —0.41 2.88 1.48 0.141
GA(AA or GA) 1 ~0.01(0.45) —1.54(~1.00)  1.51(1.91) ~0.02(0.62) 0.985(0.539)
GG(GG) 1 3 . 5 o 5
AA 2 0.37 -0.21 0.95 1.25 0.214
GA(AAor GA) 2 0.35(0.36) —0.17(—0.14)  0.88(0.86) 1.32(1.41) 0.187(0.161)
GG(GG) 2 . 5 5 5 y
AA 3 2.06 0.97 3.16 3.7 0.0003
GA(AAor GA) 3 1.80(1.89) 0.79(0.91) 2.81(2.86) 3.51(3.81) 0.0005(0.0002)
GG(GG) 3 . o o . :
AA 4 0.97 -0.16 2.09 1.70 0.091
GA(AAor GA) 4 1.19(1.12) 0.17(0.13) 2.22(2.10) 2.30(2.24) 0.022(0.026)
GG(GG) 4 & . 2 g 3
MRWG ~1.50(—1.42) ~2.57(-2.50) -0.43(-0.35) -2.76(-2.61)  0.006(0.010)
Sex: female male 1.16(1.27) 0.03(0.13) 2.30(2.47) 2.02(2.19) 0.045(0.030)
Age —0.004(—-0.007) —0.04(-0.05)  0.04(0.03) —0.18(-0.36)  0.856(0.719)
Obesity before LA 10.95(11.06) 9.48(9.59) 12.41(12.53) 14.76(14.83) <0.0001(<0.0001)
HDRS-17 —0.009(-0.008) —0.03(-0.03) 0.01(0.01) —0.78(—0.73)  0.434(0.468)

*time: 1=baseline (before LA), 2=after 4 weeks of LA, 3=after 4 months of LA, 4=after 7 months of LA.

** estimated BMI for the reference GG-genotype.
*** estimated BMI change depending on time and genotype.

Values for GG homozygotes versus A-allele carriers in parentheses.

LA = Lithium augmentation; MRWG = Comedication with a risk for weight; HDRS-17= Hamilton Depression Rating Scale; BMI= body

mass index; Cl = confidence interval.

Covariates were time, obesity before LA (to control for weight-
related leptin effects, Obesity was defined as a BMI > 30 kg/m?;
for further information see Bopp et al., 2019 and Ricken et al.,
2016), sex, age, HRDS-17 score and psychopharmacological co-
medication with a high risk of weight gain (MRWG). Psychopharma-
cological co-medication (steady dosage) with a high risk of weight-
gain in the study sample were various tricyclic antidepressants,
mirtazapine, olanzapine, quetiapine, carbamazepine and valproate
(for further information see Table 1 in Ricken et al. (2016) and
Bopp et al. (2019)). Then we analyzed the effect of rs6979832 on
leptin serum levels. Finally, we explored whether the effects of
rs6979832 on BMI are distinct from the previously identified SNPs
rs2278815 and rs10487506, by introducing the latter SNPs as covari-
ates.

We used the Statistical Analysis System (SAS) software (version
9.4) for the linear mixed models and SPSS (Version 21) for de-
scriptive statistics and a paired sample t-test. The nominal signif-
icance level was set at 0.05 (for further details see Bopp et al.,
2019).

2.3. Analysis of allele-specific leptin expression

Data from the GTEx project (groupBattle et al., 2017) were used to
explore the allele-specific expression of LEP mRNA for rs10487505
in a multiple tissue quantitative trait locus (eQTL) comparison.The
GTEx Project was supported by the Common Fund of the Office of
the Director of the National Institutes of Health, and by NCI, NHGRI,
NHLBI, NIDA, NIMH, and NINDS. The data request was executed on
11/05/2020, with GTEx Analysis release V8 (dbGaP accession num-
ber phs000424.v8.p2)
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3. Results

A total of 446 BMI measurements were obtained from 180
patients. BMI increased significantly over the observation
period (see Table 1, Bopp et al., 2019; also for clinical data).

3.1. Additive genetic models

Rs6979832 (P = 0.037), time (P = 0.002), and the
rs6979832*time interaction (P = 0.011) showed significant
effects on BMI. MRWG had a significant negative effect on
BMI (P = 0.003), whereas obesity before LA (P<0.0001) had
a significant positive effect. Sex was significant (P = 0.041),
with males having a higher BMI.

3.2. Genotype models (AA versus G-allele
carriers)

Because the courses of BMI observed in GG-carriers dif-
fered from those in AA- and GA-carriers, we analyzed po-
tential A-allele-specific effects on BMI by pooling GA- and
AA-carriers for each SNP. The rs6979832 (GG/AG+AA)*time-
interaction (P = 0.001) had significant negative effects on
BMI, rs6979832 (GG/AG+AA) was not significant (P = 0.083).
The former may be interpreted as an influence of 1 or more
A-alleles on BMI over time. Patients homozygous for the G-
allele of rs6979832 had a significantly smaller BMI increase
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than patients with 1 or more A-alleles. In this model, covari-
ates with significant positive effects were time (P = 0.017)
and obesity before LA (P<0.0001). MRWG had a significant
negative effect (P = 0.013). Sex (P = 0.025) was significant,
with males having a higher BMI.

The covariates HDRS-17 score and age showed no signifi-
cant results in the analyses.

Detailed parameters of both statistical models, including
all covariates, are shown in Table 1. 53 patients were AA
homozygous (28.6%), 100 were GA heterozygous (54,1%) and
31 were GG homozygous (17,3%).

3.3. Influence of the genotype on leptin serum
concentration

A total of 178 measurements of leptin levels from 89
patients were available for analysis. The distribution of
leptin levels in blood serum was right-skewed. There-
fore, we used logarithmic transformation (common log-
arithm) for analysis. We found no significant effect of
rs6979832 or rs6979832*time on leptin levels (data not
shown).

3.4. rs6979832 und the previous reported LEP
SNPs rs2278815 and rs10487506

The joint effects of rs6979832 and our previous findings,
rs2278815 and rs10487506, were analyzed using two sep-
arate statistical models. Due to the high LD between
rs2278815 and rs10487506 (see Bopp et al., 2019), effects
of rs6979832 were either analyzed together with rs2278815
or rs10487506.

When rs6979832 and rs2278815 were taken to-
gether in the additive genetic model the effect of
rs2278815 (P 0.004), rs6979832*time (P 0.025)
and rs2278815*rs6979832*time (P = 0.039) on BMI re-
mained significant, as well as rs6979832 and rs10487506:
rs10487506 (P = 0.0003), rs6979832*time (P = 0.047) and
rs6979832*rs10487506*time (P = 0.004). These results are
in line with the analyzed LDs, with moderate LD between
rs6979832 and rs2278815 and low LD between rs6979832
and rs10487506.

3.5. Allele-specific effects on leptin expression

In a multiple-tissue eQTL comparison, the C-allele of
rs10487505 mediated a significant upregulation of LEP ex-
pression (ENSG00000174697.4) in fibroblasts (P = 1.8* 107,
effect size = 0.14, GTEx variant 7_128,220,110_G_C_b38).
The G-allele of the proxy SNP rs6979832 displayed a simi-
lar effect (P = 2.7* 107 '°, effect size = 0.14, GTEx vari-
ant 7_128,216,223_A_G_b38). The eQTL comparison found
no effect of either SNP in other tissues, such as human
adipocytes or adult brain. See Supplementary Material,
eFigure 1.
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4. Discussion

In addition to our previous report on the role of SNPs
rs2278815 and rs10487506 (Bopp et al., 2019), we found a
significant genotype-dependent effect of LA on BMI and on
BMI increase over time for rs10487505, a top SNP from a
GWAS of circulating leptin levels in populations of European
ancestry (Kipeldainen et al., 2016). GG-carriers of rs6979832,
a nearly perfect proxy SNP of rs10487505, demonstrated a
significantly lower BMI than GA- and AA-carriers, and during
LA BMI increased less in GG-carriers than in GA- and AA-
carriers. Furthermore, we explored potential joint effects
between rs6979832 and the SNPs rs2278815 and rs10487506.
This result is comparable to our previous study when taking
into account the relationship of pairwise LD, with moderate
LD between rs6979832 and rs2278815, and low LD between
rs6979832 and rs10487506. Taken together, in the addi-
tive genetic model, the SNP*SNP*time interactions showed
a significant effect on BMI, but not all SNPs or SNP*time
interactions remained significant. Based on these results,
individual SNP alleles and the SNP alleles in combination
seem to have specific roles on the investigated traits in
patients.

In a previous investigation, we found a significant pos-
itive association of leptin levels with BMI during LA
(Ricken et al., 2016), but similar to our current finding,
we could not detect associations of two leptin polymor-
phisms (LEP rs2278815 and rs10487506) with leptin serum
levels (Bopp et al., 2019). Earlier studies investigated the
effect of leptin polymorphisms on leptin levels - mostly for
rs7799039, a proxy SNP to rs10487506 - with inconclusive
results regarding the effect direction and the effect alle-
les (e.g. Dasgupta et al., 2014; Marcello et al., 2015). As
in the present dataset, the number of patients for which
leptin levels were available is considerably smaller (39.9%)
than those for which BMI data are available, this reduced
the statistical power of our analysis. Therefore, it remains
unclear whether rs10487505 also has an effect on leptin
levels during LA (similar to LEP rs2278815 and rs10487506;
Bopp et al., 2019).

In a meta-analysis of whole-genome association data in
up to 52,126 individuals of European descent from 23 stud-
ies, Kipeldinen et al. (2016) identified 5 chromosomal loci
associated with circulating leptin levels. For the LEP poly-
morphism rs10487505, genome-significance was confirmed
in the BMI-adjusted meta-analysis, with the minor G-allele
as the leptin increasing allele. Kipelainen et al. could not
find an association with LEP messenger RNA expression in
the omental or subcutaneous adipose tissue, liver, lympho-
cytes, brain or skin. This finding is in line with the result
of multiple-tissue eQTL comparison from GTEx that sug-
gests an effect of the rs10487505 C-allele (and rs6979832
G-allele) on LEP messenger RNA expression in fibroblasts,
however not in other tissues. This is novel evidence since
Kipeldinen et al. did not analyze this cell type or its tissue.
For circulating leptin levels, Kipelainen et al. also suggested
a possible functional role for rs6979832, the proxy SNP for
rs10487505 employed in the present study, which overlaps
with predicted enhancer elements in cultured adipose cells
of the Roadmap Epigenomics Project (Roadmap Epigenomics
Consortium et al., 2015).
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Course of BMI during LA displayed for the effect of rs6979832 genotype

Course of BMI during LA displayed for the effect of rs6979832 G-aliele homozygotes versus
A-allele hetero- and homozygotes
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Fig. 1

LA = lithium augmentation; BMI = body mass index (kg/m?); LS Mean = least square mean; time: 1 = baseline (before LA),

2 = after 4 weeks of LA; 3 = after 4 months of LA, 4 = after 7 months of LA. For values of 95%-confidence intervals see Table 1.

Here we present the first study that investigated the ef-
fect of rs6979832 on BMI increase and leptin levels dur-
ing LA. So far, the mechanisms of lithium-induced weight
gain are less understood. Through inhibition of the enzyme
glycogen synthase kinase-3-beta lithium could activate the
WNT Signaling System (Meffre et al., 2014). Activated WNT
signaling was associated with inhibition of adipogenesis
(Ross et al., 2000) and increased expression of LEP mRNA in
adipocytes (Wabitsch et al., 1996). Evidence suggests that
hypothalamic WNT signaling is involved in energy balance
regulation and glucose homeostasis (Helfer and Tups, 2016).
Furthermore, data indicate that leptin may inhibit glyco-
gen synthase kinase-3-beta and activate WNT signaling
(Benzler et al., 2013). An interplay of leptin and lithium
could regulate energy homeostasis.

Regarding SNP associations, the observed mutual depen-
dence of rs10487505, rs2278815 and rs10487506 on BMI
during LA suggests two noteworthy findings emerging from
the explorative analyses that take either rs2278815 or
rs10487506 into account. First, when controlling for the ef-
fects of rs2278815 or rs10487506, rs10487505 appears to
specifically influence BMI change over time, but not BMI
alone, which may point to a specific role in lithium-induced
weight gain. Furthermore, the significant three-way inter-
actions in both models (SNP*SNP*time) strongly suggest a
complex interplay of genetic factors at the LEP locus. These
results emphasize the importance of SNPs at the LEP locus
in lithium-induced weight gain.
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Abstract

Weight gain is a common adverse effect of lithium augmentation. Previous studies indicate an
impact of genetic variants at the leptin gene on weight gain as a consequence of psychophar-
macological treatment. The primary aim of our study was to identify variants at the leptin locus
that might predict lithium-induced weight gain. The secondary aim was to investigate if these
variants modulate leptin levels. In 180 patients with acute major depressive disorder, body mass

index was measured before and after 4 weeks of lithium augmentation, in a subsample also
after 4 and/or 7 months. In a subsample of 89 patients, leptin serum concentrations were mea-
sured before and during lithium augmentation. We used linear mixed model analyzes to inves-
tigate the effects of 2 polymorphisms at the leptin locus (rs4731426 and rs7799039, employing
the respective proxy SNPs rs2278815 and rs10487506) on changes in body mass index and leptin
levels. For both polymorphisms, which are in high linkage disequilibrium, body mass index was
significantly lower in homozygous A-allele carriers than in carriers of other genotypes at base-
line. Over the follow-up period, body mass index increased less in homozygous A-allele carriers
of rs4731426 than in carriers of other genotypes. This was not the case for rs7799039. Neither
polymorphism modulated leptin protein expression. Our study strongly supports the hypothe-
sis that genetic variability at the leptin locus is involved in lithium augmentation-associated
weight gain in major depressive disorder. Furthermore, Genotype-Tissue Expression data pro-
vide strong evidence that rs4731426 influences the expression of leptin messenger ribonucleic

acid in fibroblasts.

© 2018 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Lithium augmentation (LA) is an effective strategy in the
treatment of major depressive disorder (MDD) (Bschor,
2014). Weight gain is a common adverse effect of lithium
treatment that occurs in 25%—62% of patients (Livingstone
and Rampes, 2006). Weight gain leads to obesity, increases
the risk of developing metabolic disorders and is a serious
reason for treatment interruption and a decreased quality
of life (Vestergaard and Licht, 2001).

Leptin, an anorexigenic protein hormone, is primarily se-
creted by white adipose tissue. Through its hypothalamic
receptor, leptin seems to influence several biological func-
tions involved in the pathophysiology of obesity (e.g. Chen
et al., 2016). It decreases body weight by both suppressing
appetite and increasing energy expenditure (Morris and Rui,
2009).

Different polymorphisms in the leptin gene (LEP) are dis-
cussed to be involved in obesity, weight gain, and metabolic
diseases (Dahlman and Arner, 2007; Yu et al., 2012). Over
the past years, numerous studies were undertaken to dis-
cover genetic variants that may be involved in weight gain
triggered by psychopharmacological treatment. However,
the majority of studies focused on antipsychotic-induced
weight gain (AIWG). Research on LEP polymorphisms fo-
cused mainly on rs7799039 (—2548 G/A) and produced in-
consistent results (Lee and Bishop, 2011), although several
studies found an association of the G allele of rs7799039
with AIWG (Ellingrod et al., 2007; Brandl et al., 2012). A
small number of studies also analyzed other polymorphisms

in LEP, e.g. rs4731426 and rs10954173, and reported an as-
sociation with AIWG (Brandl et al., 2012; Srivastava et al.,
2008).

We found only 1 earlier study that explored polymor-
phisms in genes and their influence on weight gain during
lithium treatment (Zill et al., 2003). This study found no
association between polymorphisms in the alpha-subunit of
the G(olf) gene and weight gain in 149 bipolar patients on
lithium treatment.

In a previous study, we found an effect of leptin serum
levels on weight gain during LA (Ricken et al., 2016).
Genotype-dependent effects on leptin serum levels are de-
scribed in the literature (Ben Ali et al., 2009; Kloiber et al.,
2013). On the basis of these previous findings and the
pharmacogenetic knowledge gap regarding lithium-induced
weight gain, we investigated in a prospective cohort study
the effect of polymorphisms in LEP on body mass index (BMI)
and leptin serum levels during LA. The primary aim of our
study was to identify polymorphisms in LEP that are associ-
ated with lithium-induced weight gain. The secondary aim
was to investigate whether these variants modulate serum
leptin levels.

2. Experimental procedures

2.1. Participants

A total of 185 patients with MDD were recruited between Decem-
ber 2008 and December 2012 at 12 psychiatric departments of the

euroneuro.2018.12.006
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Berlin Research Network on Depression, Berlin, Germany. BMI data
were available for all 185 patients before and after 4 weeks of LA,
for 61 patients after 4 months of LA and for 66 patients after 7
months of LA. Leptin serum levels were available for 89 patients
before and after 4 weeks of LA. Inclusion criteria were as follows:
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM)-IV di-
agnosis MDD, age older than 18 years, indication for antidepres-
sant pharmacotherapy, insufficient response to previous adequate
antidepressant treatment, clinical indication for LA and Hamilton
Depression Rating Scale (HDRS-17) score > 12 (Hamilton, 1960). The
DSM-1V diagnosis was confirmed by the Mini-International Neuropsy-
chiatric Interview (Sheehan et al., 1998). To control for poten-
tial population stratification, we analyzed the genome-wide data
of the 185 participants together with data from the third phase
of The International HapMap project (The International HapMap
project, 2017). We carried out principal components analysis (PCA)
with smartpca (version 13,050) to calculate ancestry components
(Patterson et al., 2006). On the basis of a visualization of the first 2
principal components, we excluded 5 participants with high genetic
divergence from our sample. The local ethics committee approved
the study and written informed consent was obtained from all
participants.

2.1.1. Procedures

Severity of depression, BMI (kg/m?), and leptin serum concentra-
tions (non-fasting) were measured at baseline and after 4 weeks
of LA, and follow-up data were obtained after 4 or 7 months or
both. Blood samples were collected by peripheral venipuncture.
Obesity was defined as a BMI > 30kg/m?2. All patients received in-
dividual doses of lithium carbonate and 1 or more antidepressants
(see Table 1).

2.2. Laboratory analysis

DNA was extracted according to the manufacturer’s recommenda-
tions (Chemagen, Baesweiler, Germany) and genotyped genome-
wide by Infinium assays (Illumina, San Diego, CA, USA) for BeadChips
Human660W-Quad and HumanOmni1-Quad.

Leptin levels were measured in the re-thawed serum samples
with the RayBioHuman Leptin ELISA kit, according to the manufac-
turer’s instructions.

2.3. Single nucleotide polymorphisms

Based on a literature search on LEP SNPs associated with obesity
and psychopharmaceutical-induced weight gain, the marker con-
tent of the genome-wide assays, and the linkage disequilibrium
(LD) patterns in Europeans between SNPs identified by the litera-
ture search, we selected three SNPs to be analyzed in the present
study: rs7799039, rs10954173 and rs4731426.

These were investigated using proxy SNPs (rs10487506 for
rs7799039, distance =628bp, r2=1.000, D’ =1.000; rs11760956
for rs10954173, distance =353bp, r2=1.000, D’=1.000; and
rs2278815 for rs4731426, distance =219 bp, r2 =1.000, D’ = 1.000.

We analyzed LD patterns in Europeans between these SNPs
and found moderate LD between rs11760956 and both rs10487506
(r2=0.487, D’ =0.898) and rs2278815 (r? =0.664, D’ =0.917), but
fairly high LD between rs2278815 and rs10487506 (r?=0.766,
D’ =1.000). Proxy search and LD between SNPs were determined
using the SNAP proxy search (SNAP Proxy Search of the Broad Insti-
tute, 2016) with the 1000 Genomes Pilot 1 as reference. The SNPs
were extracted from genome-wide genotype data. The positions of
rs2278815 and rs10487506 (the SNPs that showed significant associ-
ations with BMI in the screening analyzes; see below) are visualized
in Supplementary Material, Fig. 1.

When LD between rs2278815 and rs10487506 was determined
empirically in our study sample, high LD between both markers
(r2=0.740, D’ = 1.000) was confirmed.

Minor allele frequencies in our sample (rs2278815 (G): 0.467,
rs10487506 (A): 0.458) were similar to those identified in the Eu-
ropean population (rs2278815 (G): 0.446, rs10487506 (A): 0.442;
using LDlink (2018)). Experimental clusterplots of the proxy vari-
ants rs2278815 and rs10487506 are visualized in Supplementary
Material, Fig. 2.

2.4, Analysis of allele-specific expression

Data from the Genotype-Tissue Expression (GTEx) project
(Genotype-Tissue Expression project, 2017) were used to evalu-
ate the allele-specific expression of LEP mRNA for rs4731426 and
rs2278815 in a multiple tissue quantitative trait locus (eQTL) com-
parison. The data request was executed on June 6, 2017, with GTEx
Analysis Release Vép (dbGaP Accession phs000424.v6.p1).

2.4.1. Statistical analysis

We used random-intercept linear mixed models to investigate SNP
effects on BMI. First, we performed a screening analysis to inves-
tigate the effect of each SNP on BMI. Second, we analyzed the ef-
fect of genotype on BMI with an additive genetic model for the
2 A/G SNPs that showed an association in the screening analysis
(rs2278815 and rs10487506). Covariates were obesity before LA,
sex, age, HRDS-17 score, and psychopharmacological co-medication
with a high risk of weight gain (see Table 1). This last covariate also
included antipsychotics known to be associated with weight gain,
allowing us to correct for their effect on BMI. Third, we analyzed
the effects on BMI of the AA versus the G allele. The covariates
were the same as in the additive model. As a final step, we analyzed
the effects of both SNPs on leptin serum concentration, with leptin
level as the dependent variable and time, SNP, and SNP*time inter-
action as covariates. We used a Referencing Type Il test of fixed
effects as an overall test for the respective term in the model. The
results of this test, for example the overall effect of time at dif-
ferent time points, are presented in the Results section. Tables 2
and 3 show the estimates of the model’s individual coefficients, for
example the change in BMI at the individual measurement points
compared with baseline. Model regression coefficients are reported
together with their standard error (SE) estimates and a 95% confi-
dence interval (Cl). The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess
potential deviation from Gaussian distribution. The nominal signif-
icance level was set at 0.05 in all analyzes except in the screening
analysis, for which it was set at 0.1. To control Type-| error cumula-
tion in the separate linear mixed model analyzes of rs2278815 and
rs10487506 (the SNPs that showed significant associations with BMI
in the screening analyzes; see below) we used the software Single
Nucleotide Polymorphism Spectral Decomposition (Nyholt, 2004).
We determined an experiment-wide significance threshold required
to keep Type-| error rate at 0.05 of 0.040. We used the Statistical
Analysis System (SAS) software (version 9.4.) for the linear mixed
models and SPSS (version 21) for descriptive statistics and a paired
sample t test.

3. Results

3.1. Clinical characteristics

The demographic and clinical data are summarized in
Table 1. A total of 446 BMI measurements were obtained
from 180 patients. BMI increased significantly over the ob-
servation period. Allele distributions of the 3 SNPs did not
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Table 2 The effect of rs2278815 and rs10487506 genotypes and covariates on the course of BMI during LA.

SNP Covariate Genotype  Time* Estimate** Estimate***  95%- Cl t value P value
Lower Upper
rs2278815
1 23.14 20.57 25.71 17.76 <0.0001
2 0.16 -0.27 0.57 0.70 0.486
3 -0.37 —1.09 0.35 —1.02 0.309
4 0.61 —-0.06 127 1.80 0.074
GA 1 1.28 0.005 2.56 1.98 0.049
GG 1 172 0.17 3.27 2.18 0.030
AA 1 0 5 s . i
GA 2 0.18 —0.28 0.63 0.77 0.440
GG 2 0.40 —0.15 0.94 1.44 0.151
AA 2 0 2 : s s
GA 3 1.18 0.36 2.00 2.84 0.005
GG 3 1.58 0.63 2.52 3.29 0.001
AA 3 0 S 3 5 3
GA 4 0.81 —0.01 1.63 1.94 0.053
GG 4 0.88 —-0.05 1.81 1.87 0.063
AA 4 0 5 5 i :
MRWG —1.36 —2.43 -0.29 -2.51 0.013
Sex: female 5 3 2 . 5
male 1.20 0.01 2.32 2.12 0.035
Age 0.01 —0.04 0.05 0.26 0.792
HDRS-17 10.82 9.38 12.27 14.78 <0.0001
Obesity before LA —0.008 —-0.03 0.02 —0.66 0.511
rs10487506
1 23.01 20.28 25.73 16.66 <0.0001
2 0.17 -0.29 0.63 0.72 0.470
3 -0.13 -0.93 0.67 —0.32 0.746
4 0.67 —0.01 1.35 1.93 0.054
GA 1 1.84 0.45 323 2.61 0.010
GG 1 1.49 —0.06 3.03 1.90 0.059
AA 1 0 . 5 5 s
GA 2 0.20 -0.29 0.70 0.80 0.425
GG 2 0.20 -0.33 0.74 0.77 0.448
AA 2 0 5 . 5 .
GA 3 0.96 0.04 1.87 2.06 0.040
GG 3 0.93 0.003 1.85 1.97 0.049
AA 3 0 5 2 5 ;
GA 4 0.99 0.12 1.86 2.25 0.025
GG 4 0.45 -0.43 1.34 1.01 0.313
AA 4 0 2 : E :
MRWG —1.46 —2.55 —0.38 —2.66 0.009
Sex: female 5 3 . : 5
male 1.23 0.12 2.35 2.18 0.030
Age 0.01 —0.03 0.05 0.29 0.769
HDRS-17 —0.01 —-0.03 0.02 —0.64 0.526
Obesity before LA 10.80 9.35 12.24 14.75 <0.0001

Example of how to read the table: The estimated BMI for rs10487506 AA carriers at time 3 is calculated as follows: (estimated BMI at time
1in AA: 23.01) + (estimated BMI at time 3 in AA: - 0.13) =22.88
Legend: LA=Lithium augmentation; MRWG = Comedication with a risk for weight; HDRS-17 =Hamilton Depression Rating Scale;
BMI = body mass index; Cl = confidence intervall.

* duration LA: 1 =baseline (before LA), 2 = after 4 weeks of LA (study endpoint), 3 = after 4 months of LA (first follow up visit), 4 = after
7 months of LA (second follow up visit).

* effect of time displayed for AA-genotype as reference-genotype in BMI in kg/m?.

**+* difference in BMI compared to the reference-value of AA.
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Table 3 The effect of the AA genotype and G allele genotypes of rs2278815 and rs10487506 and covariates on the course of BMI
during LA.

SNP Covariate Genotype  Time* Estimate™* Estimate***  95%- Cl t value P value
Lower Upper
rs2278815
1 23.25 22.70 25.80 1797 <0.0001
2 0.15 —0.27 0.57 0.70 0.482
3 —0.37 -1.09 0.34 —1.02 0.308
4 0.60 —0.06 1.27 1.80 0.072
AA*** 1 0 3 - q 3
GGorGA 1 1.41 0.20 2.62 2.30 0.023
AA 2 0 2 5 5
GGorGA 2 0.25 —0.18 0.67 1.14 0.254
AA 3 0 5 . . .
GGorGA 3 1.31 0.53 2.08 3:33 0.001
AA 4 0 . ! . .
GGorGA 4 0.83 0.08 1.58 2.17 0.031
MRWG —1.36 —2.43 —0.29 —2.51 0.013
Sex: female o o . . .
male 1.20 0.08 2.32 2.12 0.036
Age 0.003 —-0.04 0.04 0.16 0.873
HDRS-17 —0.01 —0.03 0.02 —0.65 0.514
Obesity before LA 10.85 9.41 12.29 14.84 <0.0001
rs10487506
1 22.82 20.17 25.47 16.98 <0.0001
2 0.17 —0.29 0.72 0.69 0.472
3 —0.13 —0.93 0.66 —0.33 0.742
4 0.66 —0.01 1.34 1.93 0.054
AA*** 1 0 5 : : .
GGorGA 1 1.71 0.41 3.02 2.59 0.010
AA 2 0 5 . 5 5
GGorGA 2 0.20 —0.26 0.66 0.87 0.385
AA 3 0 : S : :
GGorGA 3 0.94 0.10 1.78 221 0.028
AA 4 0 : : : 3
GGorGA 4 0.73 —0.04 1.50 1.88 0.062
MRWG —1.42 —2.48 —0.35 —2.63 0.009
Sex: female . . . 8 .
male 1.23 0.12 2.35 2.18 0.030
Age 0.01 —0.03 0.05 0.29 0.769
HDRS-17 —0.01 —0.03 0.02 —0.65 0.515
Obesity before LA 10.80 9.36 12.24 14.80 <0.0001

Example of how to read the table: The estimated BMI for patients with the rs10487506 G allele at time 3 is calculated as follows: (estimated
BMI at time 1 in AA: 22.82) + (estimated BMI at time 3 in AA:—0.13) + (estimated BMI at time 3 in GG or GA: 0.94) =23.63
Legend: LA=Lithium augmentation; MRWG = Comedication with a risk for weight; HDRS-17 =Hamilton Depression Rating Scale;
BMI = body mass index; Cl = confidence interval.

* Duration LA: 1 =baseline (before LA), 2 = after 4 weeks of LA (study endpoint), 3 =after 4 months of LA (first follow up visit), 4= after
7 months of LA (second follow up visit).

** effect of time displayed for AA-genotype as reference-genotype in BMI in kg/m?.

*** difference in BMI compared to the reference-value of AA.

deviate significantly from the Hardy-Weinberg equilibrium
(P> 0.05).

3.1.1. Screening analysis

We found significant effects of rs2278815 (P=0.025) and
rs10487506 (P=0.028) on BMI. However, rs11760956 did not
influence BMI (P=0.124) and was therefore not included in

further analyzes. The effects of rs2278815 and rs10487506
were analyzed in separate statistical models.

3.2. Additive genetic models

Fig. 1 displays the course of BMI during the study pe-
riod, stratified according to the genotypes of rs2278815
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Course of BMI during LA displayed for the effect of rs2278815 genotype Course of BMI during LA displayed for the effect of rs10487506 genotype
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Fig. 1

LA = lithium augmentation; BMI =body mass index (kg/m?) time: 1=baseline (before LA), 2 =after 4 weeks of LA (study

endpoint); 3 =after 4 months of LA (first follow up visit), 4=after 7 months of LA (second follow up visit)

For values of 95%-confidence intervals see Table 2.

and rs10487506. The detailed parameters of both statistical
models, including all covariates, are displayed in Table 2.

Rs2278815 (P=0.004), time (P<0.0001), and the
rs2278815*time interaction (P=0.030) showed significant
effects on BMI. Medication with a risk for weight gain
(MRWG) had a significant negative effect on BMI (P=0.013),
whereas obesity before LA (P <0.0001) had a significant pos-
itive effect. Sex was significant (P=0.035), with males hav-
ing a higher BMI, whereas HDRS-17 score (P=0.511) and age
(P=0.792) were not.

Both rs10487506 (P=0.004) and time (P <0.0001)
showed significant effects on BMI, whereas the
rs10487506*time interaction did not (P=0.217). Again
in this model, MRWG had a significant negative effect
on BMI (P=0.009), and obesity before LA (P <0.0001)
had a significant positive effect. Sex was significant
(P=0.037), with males having a higher BMI, whereas
HDRS-17 score (P=0.526) and age (P=0.879) were
not.

3.3. Genotype models (AA versus G allele
carriers)

Because the courses of BMI observed in AA carriers differed
from those in GG and GA carriers, we analyzed potential G
allele-specific effects on BMI by pooling GA and GG carriers
for each SNP. Fig. 2 displays the course of BMI during the
study period for rs2278815 and rs10487506, each stratified
according to allele (AA versus G allele). Detailed parame-
ters of both statistical models, including all covariates, are
shown in Table 3.

Both rs2278815 (AA/AG+GG; P=0.001) and the
rs2278815  (AA/AG + GG)*time-interaction  (P=0.006)
had significant negative effects on BMI; the latter may
be interpreted as an influence of 1 or more G alleles on
BMI over time. Patients homozygous for the A allele of
rs2278815 had a significantly lower BMI and smaller BMI
increase than patients with 1 or more G alleles. In this

model, covariates with significant positive effects were
time (P < 0.0001) and obesity before LA (P <0.0001). MRWG
had a significant negative effect (P=0.013). Sex (P=0.036)
was significant, with males having a higher BMI, whereas
HDRS-17 score (P=0.514) and age (P=0.873) were not.

Rs10487506 (AA/AG + GG) had a significant negative ef-
fect on BMI (P=0.001). The rs10487506 (AA/AG + GG)*time-
interaction (P=0.087) was not significant. In this model,
time (P <0.0001) and obesity before LA (P <0.0001) had
a significant positive effect. MRWG showed a significant
negative effect (P=0.009). Sex (P=0.030) was significant,
with males having a higher BMI, whereas HDRS-17 score
(P=0.514) and age (P=0.769) were not.

3.4. Influence of the genotype on leptin serum
concentration

A total of 178 measurements of leptin levels from 89 pa-
tients were available for analysis. The distribution of lep-
tin levels in blood serum was right-skewed. Therefore,
we used logarithmic transformation (common logarithm)
for analysis. We found no effect of rs2278815 (P=0.554),
rs2278815*time (P=0.462), rs10487506 (P=0.242), or
rs10487506*time (P=0.435) on leptin levels.

3.5. Allele-specific effects on leptin expression

In a multiple-tissue eQTL comparison, the A allele of
rs2278815 mediated a significant upregulation of LEP ex-
pression (ENSG00000174697.4) in fibroblasts (P=6.86* 10,
effect size=0.19, GTEx variant 7_127,881,851_G_A_b37).
See Supplementary Material, Table 1 and Fig. 3.

The direction of effect by the A allele of rs4731426 was
similar and significant. The eQTL comparison found no ef-
fect of either SNP in other tissues, such as human adipocytes
or adult brain.

euroneuro.2018.12.006
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Course of BMI during LA displayed for the effect of homozygous carriers of the
152278815 A-allele versus G-allele carriers

Course of BMI during LA displayed for the effect of homozygous carriers of the
rs10487506 A-allele versus G-allele carriers

BMI LSMean
8

2

BMI LSMean

tirme:

rs2278815

—o— CGAorGs ——+— AA]

time

—o— CAorGs ——+— AA]

rs10487508

Fig. 2 LA=lithium augmentation; BMI =body mass index (kg/m?) time: 1 =baseline (before LA), 2 =after 4 weeks of LA (study
endpoint); 3 =after 4 months of LA (first follow up visit), 4 =after 7 months of LA (second follow up visit)

For values of 95%-confidence intervals see Table 3.

4. Discussion

We studied the influence of polymorphisms in LEP on weight
gain and leptin serum levels during LA in patients with MDD.
We found a significant genotype-dependent effect of LA on
BMI for rs2278815 and rs10487506. For both SNPs, AA car-
riers had a significantly lower BMI than GA and GG carri-
ers. Moreover, rs2278815 showed a significant effect on the
course of BMI during LA: BMI increased less in AA carriers
than in GA and GG carriers.

Because genotype data of rs4731426 were not available
for our sample, we determined rs2278815 as a proxy marker
for rs4731426. In a 6-week open-label study of olanzapine
performed in North India, Srivastava et al. genotyped 14
polymorphisms, including both rs2278815 and rs4731426, in
154 patients with schizophrenia and found that the minor
allele of rs4731426 (G) was associated with weight gain.
The group also analyzed the effect of rs2278815 on weight
gain but did not find a significant association (Srivastava
et al., 2008). Given the strong LD between the genotypes
of rs4731426 and those of rs2278815 in Europeans, we were
surprised that the result of the study by Srivastava et al. was
inconsistent with ours, especially because a similar pattern
of high LD has been observed in the North Indian Gujarati
population (LDlink, 2017). Srivastava et al. found a low LD
(r2=0.199) between rs4731426 and rs2278815 in their pa-
tient sample, however, which seems to explain this appar-
ent discrepancy.

Dasgupta et al. studied 304 obese individuals and 309
controls in the South Indian population and found that
rs4731426 was associated with BMI (Dasgupta et al., 2014).
However, the study reported that the C allele was both the
minor and the effect allele of rs4731426 associated with
higher BMI. These results are not in line with the study by
Srivastava et al. As argued by Dasgupta (personal commu-
nication), differences in minor allele frequencies between
the 2 study samples may be due to differences between the
North and South Indian sub-populations (Juyal et al., 2014).
These putative population differences are not reflected in

the South Indian Telugu population, where G was also found
to be the minor allele of rs4731426, but may exist neverthe-
less. The observation of different effect alleles at 1 locus, as
in the studies by Srivastava et al. and Dasgupta et al., is not
uncommon, even in similar ethnic groups. These so-called
“flip-flop effects” may indicate that the SNP in question is
correlated with a causal variant at another locus (Lin et al.,
2007). Rs4731426 may therefore not be the causal variant
mediating the observed effect of lithium on weight gain.
In support of this interpretation, rs2278815 and rs4731426
do not lead to known sequence variation in the LEP tran-
scripts and are not known to affect splicing (Erez et al.,
2011). Therefore, putative effects on leptin levels may be
secondary to variants in high LD to rs2278815 or rs4731426.
We may have been unable to detect a genotype effect on
circulating leptin levels also because of the tissue specificity
of leptin. GTEx data suggest that rs2278815 functions as a
fibroblast-specific eQTL, i.e. the A allele mediates an upreg-
ulation of LEP mRNA expression. Although leptin protein se-
cretion and expression of LEP mRNA have been shown in hu-
man fibroblasts (Glasow et al., 2001), multiple-tissue eQTL
comparison data did not find this effect in other tissues.
Genotype-specific leptin secretion by fibroblasts may thus
contribute to total leptin in plasma (Glasow et al., 2001).
However, its effects may be small and thus harder to de-
tect, which might partially account for the disruptions in
the relationship between BMI and leptin levels observed in
our study.

In our study, AA carriers of rs10487506, a proxy SNP for
rs7799039, had a significantly lower BMI than G allele carri-
ers but showed only a trend towards a smaller BMI increase
during LA. The A allele in rs10487506 corresponds to the
A allele in rs7799039, given local and worldwide minor al-
lele distributions. Studies of rs7799039 identified an associ-
ation with AIWG (Lee and Bishop, 2011), but the direction
of the allelic association is unclear (Templeman et al., 2005;
Calarge et al., 2009; Perez-Iglesias et al., 2010). Rs7799039
is a functional SNP located in the promoter region of LEP
and may regulate the rate of mRNA transcription and leptin
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secretion. In 39 unmedicated, non-obese females, Hoffst-
edt et al. found a 50% higher rate of leptin secretion and
60% more LEP mRNA transcription in rs7799039 AA carriers
than in G carriers (Hoffstedt et al., 2002). Other studies also
found higher leptin levels in rs7799039 AA carriers (Dasgupta
et al., 2014; Marcello et al., 2015). However, in the present
study we did not find an association between rs10487506
and leptin levels. Two earlier studies also did not find an as-
sociation of leptin levels with rs7799039 in 190 long-term
clozapine-treated patients with schizophrenia (Klemettila
et al., 2015) or with rs10487506 in 3 consanguineous fam-
ilies with obesity (Fourati et al., 2013). The reasons for
these discrepant findings are hard to pinpoint and may be
due to many factors, such as differences in medication
(lithium versus antipsychotics), low statistical power of the
present study because of missing data, and participant char-
acteristics (patients versus general population), including
ethnicity.

Lithium acts as a direct (Klein and Melton, 1996) and in-
direct (Li et al., 2007) inhibitor of the enzyme glycogen syn-
thase kinase 3 beta (GSK3B). Through inhibition of GSK3B,
lithium activates the Wnt signaling system (Meffre et al.,
2014). Activated Wnt signaling was shown to inhibit adipo-
genesis (Ross et al., 2000; Longo et al., 2004). Furthermore,
Whnt signaling activation through insulin injection is associ-
ated with increased expression of LEP mRNA in adipocytes in
both mice (Chen et al., 2015) and humans (Wabitsch et al.,
1996), providing a putative molecular interface for the in-
teraction of lithium and leptin. Increased plasma leptin lev-
els were observed in patients with non-insulin-dependent
diabetes mellitus and healthy people after insulin infusion
(Malmstrom et al., 1996). In an earlier study, our group
found increased leptin serum levels in 89 patients after 4
weeks of LA (Ricken et al., 2016). This finding is in line with
1 earlier study that found higher leptin levels after lithium
treatment (Atmaca et al., 2002) but not with other research
(Baptista et al., 2000; Himmerich et al., 2005; Soeiro-de-
Souza et al., 2014). As demonstrated in the present study,
genetic variation of LEP is able to modulate the relationship
between weight gain and lithium treatment. However, an
integrative model has yet to be developed.

In conclusion, AA carriers of rs2278815 may be less sus-
ceptible to weight gain during LA, which makes this SNP a
promising biomarker for clinical risk assessment and predic-
tion of adverse effects. Further studies are needed to con-
firm our findings in independent replication samples and to
formulate a comprehensive model of the interaction of LEP
and leptin levels in lithium treatment in affective disorders.
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Background: Meta-analytical data show lithium augmentation (LA) as an effective treatment strategy in
major depression. Weight-gain is a common side effect of LA. The proteohormone leptin is discussed to
be involved in the pathophysiology of weight gain induced by psychopharmacological treatment. The
purpose of our study was to investigate the association of leptin and body mass index (BMI) during LA in
a prospective cohort study.

E‘e);mords: Methods: Leptin serum concentrations and body mass index (BMI) were measured in a total of 89 acute
WZ ight gain depressive patients before and then after four weeks of LA.

lithium augmentation Results: In a linear mixed model analysis the following variables had a significant positive effect on BMI:
depression time (equal with “treatment effect of LA"; F; g3 =6.05; p=0.016) and leptin (F; 11, =13.83; p=0.0003) as

well as the covariates male gender (F.go =5.08; p=0.027) and adiposity (Fi 85 = 105.13; p<0.0001).
Limitations: If the reported effect of leptin on BMI is specific to LA remains unclear without a control

group.

Conclusion: Leptin signalling might be involved in lithium-induced weight-gain.

© 2016 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

In case of nonresponse to antidepressant-treatment the add-
on treatment with lithium — the so-called lihium augmentation
(LA) - is an effective strategy in the treatment of major depressive
disorder (MDD). Weight gain is a common side effect of lithium
treatment — it can lead to obesity, metabolic diseases and it is a
significant reason for treatment discontinuation and decreased life
quality. The underlying mechanism of lithium induced weight gain
is incompletely understood.

* Corresponding author at: Klinik far Psychiatrie und Psychotherapie, Charité
Universitdtsmedizin Berlin, Campus Charité Mitte, Charitéplatz 1, 10117, Berlin,
Germany.

E-mail address: roland.ricken@charite.de (R. Ricken).

http://dx.doi.org/10.1016/j.psyneuen.2016.04.013
0306-4530/© 2016 Published by Elsevier Ltd.

Leptin, a pro-inflammatory, anorexigenic peptide hormone, is
primarily secreted by the white adipose tissue. Binding to its
hypothalamic receptor, leptin seems to influence several biological
functions involved in the pathophysiology of obesity: it decreases
body weight both by suppressing appetite and by increasing energy
expenditure. Leptin levels are elevated in obese subjects and sev-
eral lines of evidence show that leptin receptor resistance plays a
key role in the pathophysiology of adiposity (Maffei et al., 1995; Lu,
2007).

Weight gain during treatment with psychiatric drugs is dis-
cussed to be associated with an increase in leptin levels. Therefore
leptin and leptin receptor resistance, respectively, could play an
important role in weight gain induced by psychiatric pharma-
cotherapy. There are several studies investigating leptin levels and
weight under treatment with atypical antipsychotics (Potvin et al.,
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2015) and antidepressants (e.g. Schilling et al., 2013), whereas data
for lithium-treatment are limited.

The purpose of our study was to investigate the association of
leptin on body mass index (BMI) during LA in a prospective cohort
study. To our best knowledge this is the first study investigating
leptin levels and BMI during LA. We assumed that BMI during LA is
associated with leptin serum levels.

2. Methods
2.1. Patients:

The study population consists of a subsample of a prospective
cohort study investigating treatment response and side effect bur-
den of LA in MDD. In this subsample data on serum levels and
BMI (kg/m?) were available in 89 patients. Inclusion criteria were:
MDD, age older than 18 years, indication for an antidepressant
pharmacotherapy, insufficient response to an adequate antide-
pressant pre-treatment and clinical indication for LA, Hamilton
Depression Rating Scale (HDRS-17; Hamilton 1960) score >12 and
written informed consent. Diagnosis was confirmed by the Mini-
International Neuropsychiatric Interview (Sheehan et al., 1998).
Patients were recruited between December 2008 and December
2012 in 12 psychiatric departments of the Berlin Research Network
on Depression, Berlin, Germany. The majority of patients were inpa-
tients (15 ambulants and 74 inpatients). Local ethics committees
approved the study, and written informed consent was obtained
from all subjects.

2.2. Procedures:

In this longitudinal study leptin serum concentrations (non-
fasting) were measured first in medicated patients before LA

(baseline) and then after four weeks of LA (endpoint). Severity of
depression (measured with HDRS-17) and BMI were measured on
both occasions. Adiposity was defined as a BMI > 30. Blood sam-
ples were collected by peripheral venepuncture (10 ml drawn into
asodium-heparin tube). Blood was centrifuged at 3000 g for 10 min,
40C, twice. Serum was collected and stored at —80C until assayed.
All patients received individual doses of lithium carbonate adapted
to their individual lithium serum levels and one or more antide-
pressants (see Table 1).

2.3. Laboratory analysis

Endogenous leptin-levels (pg/ml) were measured in the re-
thawed serum samples using the RayBio®Human Leptin ELISA kit,
an in vitro enzyme-linked immunosorbent assay for the quantita-
tive measurement of human leptin, according to the manufacturer’s
instructions. The minimum detectable dose of human leptin was
determined to be 2 pg/ml.

2.4. Statistical analysis:

We used a linear mixed model for statistical analysis to
investigate the effect of LA (time) and leptin levels as well
as potentially confounding covariates as explanatory factors for
change in BMI (dependent variable). Linear mixed-effects mod-
els have the advantage of allowing the investigation of variability
between patients (heterogeneity) and simultaneously adjusting
for the within-subject correlation. In the present analysis, ran-
dom effects were permitted for the intercepts. We entered time,
leptin levels, age, gender, lithium serum level at endpoint, HRDS-
17 score, psychopharmacological co-medication with a high risk
of weight-gain and adiposity at baseline as fixed effects into the

Table 1
Clinical data and results.
n (%)

Patients 89 (100)
Female 53(59,6)
Male 36 (40,4)
Adiposity at baseline 15(16.9)
Psychotropic co-medication’
Antidepressants
SSRI 50(56.2)
SNRI 25(28.1)
TCA 8(9.0)
NDRI 4(45)
Agomelatin 2(2.2)
NaSSA 11(124)
MAO-I 2(2.2)
Second generation antipsychotics 25(28.2)
Antiepileptic drugs 7(7.9)
Benzodiazepines 20(22.5)
Low-potency antipsychotics 4(4.5)

Mean (SD) n (%) Mean (SD)
Age (years) 89(100) 49.55+15.41
Lithium serum level (mmol/ml) at last visit” 80(89.9) 0.715+0.15

Before lithium augmentation After lithium augmentation  p-value’
Leptin serum level (in pg/ml)’ 89(100) 265,78 +366,79 89(100) 304,73 +463,63 p<0.05"
logarithmised (common logarithm) leptin serum level (inpg/ml) 89(100) 2.16+0.52 89(100) 2.21+0.56 p=0.065"
HRDS-17 score 88(98.9) 21.45+493 89(100) 12.19+7.08 p<0.05"
BMI (kg/m?) 89(100) 25.55+5.67 87(97.8) 2591+5.63 p<0.05"

"Significance level was set at 0.05 in all analyses (two-sided); " paired sample t-test; " non parametric Wilcoxon test; ~"spearman correlation.
SSRI=Serotonin Reuptake Inhibitors; SNRI=Serotonin and Norepinephrine Reuptake Inhibitor; TCA: Tricyclic Antidepressant; NDRI= Norepinephrine and Dopamine Reup-
take Inhibitor (Bupropione); Reuptake Inhibitor; NaSSA=Noradrenergic and specifically serotonergic Antidepressant (Mirtazapine); MAO-I1=Mono Amine Oxidase Inhibitor
(Tranylcypromine); SD=standard deviation; HDRS-17 = Hamilton Depression Rating Scale; BMI=body mass index.

! Antidepressant, antipsychotic and antiepileptic pre-medication was maintained during lithium augmentation (LA) except in four patients: one patient was switched
from pre-treatment with “bupropione plus escitalopram “ to “venlafaxine* after two weeks; in one patient olanzapine (week two to week four) and quetiapine (week four
until endpoint) was added; in one patient risperidone (minor dose of 0.25mg/day, week 3 until endpoint) was added; in one patient agomelatine and trimipramine (minor

dose of 25mg/day) was added (week two until endpoint).

2 No significant correlation was found between leptin- and lithium-erum levels after four weeks of LA (Spearman-correlation; p >0.05).
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model. Psychopharmacological co-medication with a high risk of
weight-gain in the study sample were various tricyclic antide-
pressants, mirtazapine, olanzapine, quetiapine, carbamazepine and
valproate. To check if the effects of leptin and time are inde-
pendent we also entered the leptin*time-interaction term in the
model. Model regression coefficients are reported together with
their 95%-Confidence-Interval (CI). Kolmogorov-Smirnov test and
the evaluation by a statistician were used to check if the sample
distributions were normal. We used the Statistical Analysis System
(SAS) software, version 9.4. for statistical analysis with the linear
mixed model and SPSS (Version 21) for descriptive statistics, paired
sample t-test and the non-parametric Wilcoxon-test. Significance
level was set at p<0.05 in all analyses (two-sided).

3. Results

Demographic and clinical data are summarized in Table 1. In
89 patients 176 observations of leptin levels were used for anal-
ysis (two observations must be excluded because of missing BMI
measurements at baseline or study endpoint). Leptin levels were
right scewed. Thus, we used logarithmic transformation (common
logarithm) for analysis.

We found an increase of BMI and absolute leptin dur-
ing LA, logarithmised leptin showed a trendwise increase (see
Table 1). A significant positive effect on BMI was found for the
following factors: time (equal with “treatment effect of LA”;
F183=6.05; p=0.016), leptin (Fy 111 = 13.83; p=0.0003), male gen-
der (Fy g9 =5.08; p=0.027) and adiposity at baseline (F; g5 =105.13;
p<0.0001). Psychopharmacological co-medication with a high
risk of weight gain showed a trendwise negative effect on BMI
(F1.83=3.07; p=0.083) and was therefore also included in the final
model. Age, lithium serum level, and HRDS-17 score did not have
a significant effect on BMI and were therefore not included in the
final model (data not shown). The final model reveals an estimated
BMI-increase from baseline to endpoint (effect of LA) of 0.24 kg/m?
(95%-Cl: 0.05 to 0.43; p=0.016). The estimated BMI-change per
leptin-unit on the logarithmic scale (common logarithm) leads to
an additional BMI increase of 1.27 kg/m? (95%-Cl: 0.59 to 1.95;
p=0.0003). The statistical interaction between time and leptin did
not reveal a significant result (data not shown). Results of the linear
mixed model analysis are demonstrated in Table 2.

4. Discussion

This is the first study investigating the course of BMI and leptin
serum levels during LA in a large MDD sample. We found a signif-
icant BMI increase during LA and a significant positive association

of leptin and BMI. Our results suggest that leptin signalling might
be involved in lithium-induced weight gain.

Our findings are in line with one previous study reporting that
an increase in BMI was positively correlated with an increase in
leptin levels in 15 patients with bipolar-I-disorder after an eight
week treatment with lithium (Atmaca et al., 2002). In another small
clinical investigation, however, ten diagnostically heterogeneous
patients suffering from unipolar or bipolar affective disorder gained
weight during four weeks of lithium treatment, but their leptin lev-
els did not change significantly (Himmerich et al., 2005). However,
the latter study gives only very limited information. Our data show
that an increase in leptin leads to an increase of BMI. Furthermore,
we looked at the statistical interaction between time and leptin
which did not lead to a significant improvement of the model. This
implies that leptin and LA act independently on BMI and the effect
of leptin on BMI is not altered by LA. To our best knowledge, no fur-
ther study investigated the association between leptin levels and
BMI during treatment with lithium.

Contra-intuitively, we found a trend towards a negative effect
on BMI for psychopharmacologic co-medication that has weight
gain as a frequent side effect. A possible explanation for this could
be that pharmacologic agents with a high risk of weight gain are
rather avoided in patients with an initial high BMI but are rather
found in patients with initially lower BMI. However, the covariate's
effect does not reach statistical significance at the five percent level.

A recent meta-analysis, including 39 comparisons and 819
patients confirmed a significant positive association of BMI changes
and increase in leptin levels across studies with antipsychotic med-
ication. Interestingly, a significant leptin increase was only found
in those antipsychotic drugs that are known for their potential
risk of weight gain (Potvin et al, 2015). Regarding antidepres-
sants, BMI and leptin increase were reported in patients treated
with amitriptyline or mirtazapine (both known for a high risk of
weight gain), whereas no such association was found in patients
treated with venlafaxine or paroxetine (both known for a lower
risk of weight gain. In this study, a significant effect of BMI and
the type of medication (amitriptyline and mirtazapine vs. ven-
lafaxine or paroxetine) on leptin levels is reported (Schilling et al.,
2013). Hinze-Selch et al., 2000 found no association of leptin levels
with changes in BMI under treatment with tricyclic antidepressants
(TCA) or paroxetine (Hinze-Selch et al., 2000). This contrasting find-
ing could be due to the small sample size of only 10 patients in
the TCA group. In summary evidence from clinical studies supports
the hypothesis that leptin levels might be involved in BMI increase
associated with psychopharmacologic treatment.

Leptin is produced in white adipose tissue. Leptin levels were
demonstrated to be elevated in obese subjects and a positive cor-

Table 2

Effect of leptin and covariates on body mass index (BMI).
Effect of independent Estimated value (BMI 95%- Confidence-interval t-value p-value’

k] - i 2
variables change in kg/m?) ro— Upper
Time (baseline to endoint; four 0.24 0.05 043 2.46 0.016
weeks)
Leptin (common logarithm, in 1.27 0.59 1.95 3.72 0.0003
pgiml)”
Gender
male 75 0.21 3.30 225 0.027
female 0 . . . .
Adiposity at baseline 10.60 8.54 12.65 10.25
<0.0001

Psychopharma-cological -1.32 -2.81 0.18 -1.75 0.083

co-medication with a high risk of
weight gain

" Significance level was set at 0.05 in all analyses (two-sided).
“ Dependent variable: BMI.
™" The common logarithm was used for analysis.
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relation between leptin and the mass of body adipose tissue is
described (Schwartz et al., 1996). A potential reason of weight gain
and obesity is a vicious circle of increased adipose tissue, con-
secutively increased leptin levels and a resulting leptin receptor
resistance, that attenuates the anorexigenic effect of leptin (Maffei
et al,, 1995). Furthermore, in obese subjects leptin concentrations
in the cerebrospinal fluid (CSF) were not as much elevated as in the
blood, suggesting that leptin crosses the blood brain barrier by a
saturable transport system (Schwartz et al., 1996). The capacity of
this leptin transport system into the central nervous system seems
tobe lower in obese subjects and may provide a mechanism for lep-
tin resistance (Banks et al,, 1996). In relation to our study results
the described mechanisms could play an important role in weight
gain during lithium treatment.

Leptin has been considered to interact with several
neurotransmitter-systems, including the serotonergic system,
which may be associated with weight gain. Leptin administration
was shown to stimulate serotonin turnover and lithium treatment
increased serotonin levels in various brain areas (Baptista et al,,
1990). Leptin and serotonin both take effect as anorexigenic agents
and regulate energy metabolism and feeding via the melanocortic
system by binding to their hypothalamic receptors. Thus, this
agonistic effect of leptin and lithium on serotonin levels could
result in a compensatory serotonin receptor down regulation. This
could attenuate the anorexigenic effect of leptin and contribute to
weight gain during LA. Another, rather contrary theory proposes
that leptin mediates its effects by decreasing the synthesis of sero-
tonin and its release from brainstem serotonergic neurons (Yadav
et al.,, 2009). The excitatory effect of lithium on the serotonergic
system could possibly attenuate the repressive effect of leptin on
serotonin. Subsequently the anorexigenic impact of leptin would
be less effective. Further research is needed to understand the
extensive interaction between leptin, lithium, serotonin and body
weight.

Recent attention has focused on the role of phosphatidyli-
nositol 3-kinase (PI3K) in metabolic response pathways, being
involved in the pathophysiology of obesity. Leptin initiates the
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3 K)-pathway and increases the
phosphorylation of Akt (also known as protein kinase B or PKB)
(Williams et al., 2011). Akt and lithium inhibit glycogen-synthase-
kinase 3 beta (GSK3b) (Williams et al.,2011). An “over-inhibtion*“ of
GSK3b during lithium treatment could result in a negative feedback
inhibition of PI3 K pathway activity and attenuate the anorexigenic
effect of leptin. Inhibition of the PI3K pathway in the brain seems
to block the ability of leptin to reduce food intake and weight gain
(Zhao et al.,, 2002). Further studies are needed to understand the
complex crosstalk-activity between these pathways, weight reg-
ulation and lithium action. Interestingly, these pathways are also
discussed to be involved in the therapeutic effect of lithium and it
has recently been claimed that leptin signalling might have anxi-
olytic and mood stabilizing effects (Stieg et al., 2015).

In summary leptin might be involved in the pathophysiology of
weight gain during lithium-treatment on the level of leptin recep-
tor resistance, its interaction with neurotransmitter systems and
signalling in the PI3 K pathway.

Our study extends existing data by providing the first investi-
gation of leptin and the effect of leptin on BMI during LA in a large
sample of patients with MDD. The main strengths of our study are
the relatively large sample size and the prospective study design.

Limitations of our study are (1) the lack of a control group, so
we cannot say if the influence of leptin on BMI is a lithium specific
effect and we do not know whether the leptin levels are outside of
the normal range. (2) We only have a pre- and a post-measurement
of leptin levels so we cannot divide cause and effect (do leptin
levels influence weight gain or does weight gain influence leptin
levels?). (3) Patients received not only lithium, but also at least one

other antidepressant, so we cannot be sure whether the observed
effects are influenced by lithium only. However, the majority of
the patients received an SSRI with a low risk of weight gain and
antidepressant treatment was stable before and during LA. Fur-
thermore we controlled our analysis for the effect of psychiatric
co-medication with a high risk of weight gain. (4) As we did not
obtaindetailed information on the exact time of day when the blood
samples were collected we could not control for the circadian and
ultradian patterns of leptin levels which may be a source of bias
(Langendonk et al., 1998).

In summary our results suggest that leptin signaling may
be involved in lithium-induced weight gain. Further studies are
needed to light on the specific role of leptin in lithium induced
weight gain.
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