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Chemoattractants, very small embryonic-like stem cells
(VSELs) and pluripotency stem cell markers in bipolar

affective disorder
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ABSTRACT

Objectives. The aim of the present study was the as-
sessment of the levels of sphingosine-1-phosphate (S1P),
stromal cell-derived factor 1(SDF-1) and complement cas-
cade components C3a, C5a, C5b-9 in peripheral blood of
patients with bipolar disorder (BD) treated with lithium
and without lithium treatment and its relations with very
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small embryonic-like stem cells (VSELs) and pluripoten-
cy markers Oct-4, Sox2, Nanog.

Material and methods. The study comprised 30 pa-
tients with bipolar disorder and 15 healthy controls, sex
and age matched. Within bipolar group, 15 patients were
treated continuously with lithium carbonate for 8-40
years (mean 16 years) and other 15 subjects who had
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never received lithium, with illness duration of mini-
mum 10 years. S1P measurement was performed using
reversed phase high-performance liquid chromatog-
raphy. SDF-1 and C5a, C5a, C5b-9 was evaluated using
ELISA kits. The assessment of VSELs was performed
using flow cytometric analysis and evaluation of pluri-
potency markers (Oct-4, Sox2, Nanog) was performed
using the Real-time quantitative reverse transcription
PCR (RQ-PCR) procedure.

Results. There were no differences between groups ac-
cording to S1P, SDF-1, C3a, C5a and C5b-9 levels. In the
BD group never treated with lithium, negative correla-
tion was observed between complement component C5a
and the number of CD34+VSELs, the number of CD133+
VSELs and % of CD133+VSELs, as well as with pluripo-
tency markers Oct-4, Sox2 and Nanog. In patients treat-
ed continuously with lithium and the control group, no
correlation was noticed between C5a and CD133+ VSELs
and pluripotency markers.

Conclusions. The obtained results show significant re-
lation between complement component C5a and VSELs
and pluripotency markers in BD group never treated
with lithium.

STRESZCZENIE

Cel pracy. Celem pracy byta ocena stezen sfingozyno-
1-fosforanu (SIP), czynnika pochodzenia stromalnego
(SDF-1) oraz sktadowych C3a, C5a i C5b-9 dopetniacza we
krwi obwodowej pacjentéw z chorobg afektywna dwubie-
gunowa (ChAD) leczonych i nieleczonych litem oraz ich
relacji z komérkami macierzystymi very small embryonic

Introduction

In recent years, we have seen intensive development
of studies on stem cells (SC), which also have found
their place in psychiatry (Ratajczak et al. 2014). In 2007,
Szczecin team led by Professor Ratajczak identified a new
population of stem cells, known as very small embryon-
ic-like stem cells (VSELs), in human cord blood (Kucia et
al. 2007). In the following years, the presence of VSELs
in bone marrow (Kucia et al. 2008) and peripheral blood
(Sovalat et al. 2011) was described, confirming the hypothe-
sis that pluripotent stem cells reside in the tissues of adults
as residue after the period of embryonic development.
VSELs are present in the bone marrow and peripheral
blood, where they circulate in a very small fixed num-
ber, being a reserve pool of pluripotent stem cells with
defined regenerative potential. In emergency situations
posing a threat to the body (such as heart attack, stroke
or damage to the tissues or organs) and requiring im-
mediate activation of regeneration mechanisms, this

like (VSEL) oraz markerami komérek pluripotencjalnych
Oct-4, Sox2 i Nanog.

Materiat i metody. W badaniu udziat wzieto 30 pacjen-
téw z ChAD oraz 15 zdrowych oséb z grupy kontrolnej,
dobranych pod wzgledem ptci i wieku. Wsréd pacjentéw
z ChAD wyrézniono podgrupe 15 oséb otrzymujacych
lit przez 8-40 lat, rednio 16 lat, oraz podgrupe 15 oséb
nigdy nieleczonych litem, o czasie trwania choroby mini-
mum 10 lat. Oznaczenia S1P wykonano przy uzyciu wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym
uktadzie faz. Ocene SDF-1 oraz sktadowych dopelniacza
C3a, C5a, C5b-9 wykonano z zastosowaniem techniki
ELISA. Oznaczenia VSELs przeprowadzono z uzyciem
cytometrii przeplywowej, natomiast ocene markeréw
komérek pluripotencjalnych (Oct-4, Sox2, Nanog) wyko-
nano z wykorzystaniem techniki ilociowego PCR czasu
rzeczywistego (RealTime PCR - qPCR).

Wyniki. Nie stwierdzono réznic w stezeniach czynni-
kéw S1P, SDF-1, C3a, C5a i C5b-9 pomiedzy badanymi
grupami. W grupie ChAD nieleczonych litem stwierdzo-
no ujemna korelacje miedzy sktadows C5a dopelniacza
aliczbg komérek CD34+ VSELs, liczbg CD133+VSELSs oraz
% CD133+ VSELs oraz ze stezeniami markeréw pluri-
potencji Oct4, Sox2 i Nanog. W grupie oséb leczonych
dlugotrwale litem oraz oséb zdrowych nie stwierdzono
korelacji pomiedzy sktadowg C5a dopelniacza a CD133+
VSELs i markerami pluripotencji.

Whnioski. Uzyskane wyniki wskazuja na istotng zalez-
no$¢ w grupie ChAD nieleczonej litem miedzy czynni-
kiem C5a dopelniacza a komérkami VSELs i markerami
pluripotencji.

number increases as the cells are mobilised to peripheral
blood from the bone marrow. In chronic inflammation,
an abnormal process of mobilisation of VSELs from the
bone marrow may occur, also resulting in an increase in
their number in peripheral blood.

In 2014, Szczecin team presented results of the study
on the number of VSELs in peripheral blood of patients
diagnosed with the first psychotic episode, in the case of
whom a significantly higher number of CD34+ VSELs in
peripheral blood was observed as compared to the control
group. The authors suggest that CD34+ VSELs may be
a marker of the first psychotic episode (Kucharska-Ma-
zur et al. 2014). In 2017, results of the studies conducted
by the centre in Poznan on the number of VSELs, he-
matopoietic stem cells (HSCs), mesenchymal stem cells
(MSCs) and endothelial progenitor cells (EPCs) in pe-
ripheral blood of patients with bipolar disorder were
published (Ferensztajn-Rochowiak et al. 2017). In pa-
tients not treated with lithium (mean duration of the
disorder: 20 years), a higher number of CD34+ VSELs
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as compared to the control group and a correlation with

duration of the disorder was observed. In subjects re-
ceiving long-term treatment with lithium, the number

of CD34+ VSELs was similar to their number in healthy

subjects and was negatively correlated with the duration

of lithium treatment and serum lithium concentrations.
The authors suggest that the increased number of CD34+
VSELSs may be a biological marker of bipolar disorder and

its progression in patients not treated with lithium, and

that lithium treatment may inhibit activation of exces-
sive regenerative processes. In 2017, the results of the

studies on stem cells in patients with panic disorder were

also presented. A lower number of CD133+ VSELs was

observed in patients with panic disorder prior to treat-
ment as compared with the condition after treatment in

this group (Jabtoniski et al. 2017).

Stem cells are characterised by the expression of
pluripotency markers, which are the evidence of com-
mon properties of pluripotent and embryonic cells, such
as self-renewal and the ability to differentiate into cells
from any of the three germ layers. The most important
pluripotency markers include such transcription factors
as Oct-4 (octamer-binding transcription factor 4), Sox2
(sex determining region Y-box 2) and Nanog. They are
responsible for the processes of correct cell turnover,
inter alia in the central nervous system, where the role
of the Sox2 factor is best documented (Ellis et al. 2004).
In 2016, the results of the study on transcription factors
in peripheral blood of patients with bipolar disorder
were published. Significantly higher expression of all
three pluripotency markers (Oct-4, Sox2 and Nanog) in
subjects not treated with lithium, with long duration of
the disorder (20 years), as compared to the control group
was found. These results were also positively correlated
with the number of CD34+ VSELs in this group. It may
suggest that overexpression of transcription factors in
patients suffering from bipolar disorder for many years,
not treated with lithium, may be an element of pathogen-
esis and potential biological marker of bipolar disorder,
and long-term treatment with lithium may inhibit ex-
cessive regenerative processes (Ferensztajn-Rochowiak
etal. 2016).

Mobilisation of stem cells, including VSELs, from
bone marrow to peripheral blood occurs under the in-
fluence of the so-called chemoattractants, such as sphin-
gosine-1-phosphate (S1P), stromal cell-derived factor 1
(SDF-1) and the elements of the immune system, which
belong to innate (non-specific) immunity, such as the
complement system, granulocytes, antibodies and a fam-
ily of Toll-like receptors (TLRs) (Ratajczak et al. 2010a).

Sphingosine-1-phosphate (S1P) belongs to a class of
sphingolipids found in cell membranes (Satata et al. 2012).
It mainly affects migration, adhesion and cell differenti-
ation, and promotes growth and survival of cells by ex-
erting the anti-apoptotic effect. Recently, the role of SIP
as a key chemoattractant whose concentration gradient

(increasing plasma level) regulates the release of various
types of stem cells, such as HSCs, MSCs or VSELs, from
the niches of bone marrow to peripheral blood, and then
to damaged organs, has been described (Ratajczak et al.
2010b). It takes place, inter alia, in the case of damage
to and regeneration of tissues or inflammation, and ac-
tivation of the complement system plays an important
role in this process. Changes in S1P levels were described,
inter alia, in psychotic disorders (Kucharska-Mazur et al.
2014). The relationship between S1P and bipolar disorder
was described in several studies. In the study of Xu et
al. (2014), using the GWAS technique, combined with
the analysis based on the bipolar disorder family model
(229 families), association was found on 1q21.2 (closest
gene: sphingosine-1-phosphate receptor 1 gene, SIPR1).
Nakagawa and Chiba (2015) point to the potentially ben-
eficial anti-inflammatory and neuroprotective role of S1P
in pathogenesis of diseases, including bipolar disorder,
in which the activation of microglia (imbalance of M1
and M2 phenotypes of macrophages) is an important el-
ement. Tokac et al. (2016), in the study of polymorphisms
in chemokines and their receptors in the group of 200
patients with bipolar disorder, found that CXCR4-C138T
C+ genotype frequencies contributed to an increased risk
for bipolar disorder. However, no statistical significance
could be obtained after Bonferroni correction.

SDF-1 (stromal cell-derived factor 1, CXCLI2) is
a chemokine responsible mainly for maintaining stem
cells within bone marrow and to a lesser degree regulates
their release into peripheral blood (Ratajczak et al. 2010b).
Changes in SDF-1 levels were described in several psychi-
atric disorders, including psychotic disorders (Fernan-
dez-Egea et al. 2009) or anxiety disorders (Ogtodek et al.
2015). Ogtodek et al. (2016) did not find differences in the
levels of SDF-1 and its receptor CXCR4 in patients with
panic disorders and in subjects with personality disor-
ders as compared to the control group. No relationship
was demonstrated between SDF-13'a polymorphism and
the risk of schizophrenia (Dasdemir et al. 2016). Laske et
al. (2008) described reduced levels of SDF-1 in plasma
of patients at early stages of Alzheimer’s disease, which
were negatively correlated with the levels of tau protein
in cerebrospinal fluid. Garcia-Marchena et al. (2017) found
areduced level of SDF-1in plasma of alcohol abusers.

The complement system is formed by the so-called
acute-phase proteins, which support non-specific (in-
nate) immunity against pathogens (Nesargikar et al.
2012). Most studies describing abnormalities in the
functioning of the complement system in psychiatric
disorders are related to schizophrenia. Mayilyan et al.
(2008) describe a dual role of the complement system in
schizophrenia, i.e. neuroprotective in aetiology and neu-
rodegenerative in pathogenesis. Many studies describe
changes in the levels of components of the complement
system in patients with bipolar disorder. For example
Wadee et al. (2002) found increased levels of components
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C3 and C6 and factor B in patients with a mania episode.
Santos Séria et al. (2012) found that the levels of compo-
nents C3 and C4 in patients with bipolar disorder in the
period of euthymia are at a level similar to the control
group. Akcan et al. (2017) found that the levels of the
analysed components of the complement system were
significantly lower in patients with chronic bipolar dis-
order as compared to patients with the first episode and
the control group. The authors suggest that the lowering
of the levels of components of the complement system
is associated with their excessive activation and wear,
which is compensated by increased expression of their
genes and increase in peripheral blood mRNA levels.

Kucharska-Mazur et al. (2014) described reduced
S1P and C3a peripheral blood levels in patients with the
first psychotic episode, where these factors may serve
as risk predictors and new markers of this process. In
patients with bipolar disorder never treated with lithi-
um, increased levels of components C3a, C5a and C5b-9
of the complement system and SDF-1 as compared to
the control group and no differences in S1P levels were
observed (Kucharska-Mazur et al. 2017). The authors
suggest potential role of these factors in the aetiology of
bipolar disorder, pointing to the contribution of regen-
erative processes. In patients with panic disorders, lower
levels of all analysed factors, i.e. C3a, C5a, C5b-9, SDF-1
and S1P, were described both before and after treatment
as compared to the control group (Jabtoriski et al. 2017).

The aim of this study was to assess the levels of sphin-
gosine-1-phosphate (S1P), stromal cell-derived factor 1
(SDF-1) and components C3a, C5a and C5b-9 of the com-
plement system in peripheral blood of patients with bi-
polar disorder treated with lithium and not treated with
lithium, and their relationship with very small embry-
onic-like stem cells (VSELs) and pluripotency markers
Oct-4, Sox2 and Nanog.

Methods

Study group

The study group consisted of 30 subjects with bipolar
disorder in the period of remission, patients of the Out-
patient Clinic of the Psychiatry Clinic of the University
of Medical Sciences in Poznan, and of 15 healthy subjects
(control group). Thirty patients with bipolar disorder
were divided into two subgroups.

The first one, Bipolar Li(+), consisted of 15 subjects
(5 men and 10 women, mean age: 55 + 6) receiving long-
term treatment with lithium for 8-40 years (mean 16
years), with the average duration of the illness of 24 +
9 years. The serum lithium concentration was 0.5-0.8
mmol/L (mean: 0.73 mmol/L). Additionally, 6 patients
in this subgroup were treated with carbamazepine. Oth-
er drugs taken by the patients included the following:

venlafaxine (3 subjects), quetiapine (3 subjects), fluox-
etine (2 subjects), trazodone (2 subjects), tianeptine
(1 subject), clomipramine (1 subject), bupropion (1 sub-
ject), mirtazapine (1 subject) and escitalopram (1 subject).

The second subgroup, Bipolar Li(-), consisted of 15 pa-
tients (5 men, 10 women, average age: 53 + 7 years), with
the duration of the disorder exceeding 10 years (average:
20 = 9 years, ranging from 10 to 44 years), who were
never treated with lithium. Mood stabilisers taken by
the patients included the following: valproic acid/sodium
valproate (7 subjects), lamotrigine (6 subjects) and car-
bamazepine (3 subjects). Other medicines taken by the
patients included the following: quetiapine (5 subjects),
venlafaxine (3 subjects), sertraline (2 subjects), parox-
etine (1 subject), fluoxetine (1 subject), escitalopram
(1 subject), trazodone (1 subject), clomipramine (1 sub-
ject), olanzapine (1 subject) and clozapine (1 subject).

The control group consisted of 15 subjects (5 men, 10
women, mean age: 50 + 5 years), with no history of psy-
chiatric disorders, matching the study group in terms of
age, gender and BMI.

The study exclusion criteria included the following:
comorbid mental disorders, addiction to alcohol or other
psychoactive substances, perinatal/neurodevelopmental
disorders, organic brain damage, acute phase of immuno-
logical diseases, infection, glucose intolerance, diabetes
or any other disease which could affect results of the
study. Study participants were informed that intense
exercise or dietary restrictions are not allowed before
blood samples are taken.

The study received the approval of the Bioethics Com-
mittee of the University of Medical Sciences in Poznan.
Each subject, having received all the necessary infor-
mation, gave their informed consent to participate in
the study.

Methods

A 10 ml of fasten venous blood sample was taken in the
morning from each subject. The blood was centrifuged
(for 10 minutes at 20 °C) and obtained plasma was frozen
at - 80 °C. The plasma was thawed to room temperature
before determinations were done.

The S1P level was determined by reversed-phase high
performance liquid chromatography. EDTA plasma and
an internal standard C17-S1P (Avanti Polar Lipids) were
thawed at room temperature (for at least 30 minutes).
100 pl of EDTA plasma was transferred into a test tube
and 30 pl of an internal standard C17-S1P [10-fold di-
luted in a mixture of 10 mM of K2HPO4 and methanol
(MetOH) (v/v, 15:85), pH: 7.2] was added. At the same
time, a mixture of standards was prepared containing
30 pl of an internal standard C17-S1P (10-fold diluted by
K2HPO4:MetOH mixture, pH: 7.2) and 30 pl of an inter-
nal standard C18-S1P (10-fold diluted in K2HPO4:MetOH
mixture, pH: 7.2). Samples were mixed (vortex mixer)
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and then 1M NaCl solution was added to reach the volume
of 1ml. Then, they were mixed once again (vortex mixer)
for approximately 30 seconds and 1 ml of methanol and
300 pl of concentrated hydrochloric acid were added.
Subsequent stages included, after approximately 1 min-
ute of mixing (vortex mixer), adding 2 ml of chloroform,
mixing using a mixer (20 minutes, 900 rpm) and cen-
trifugation (3 minutes, 3,500 rpm, 20 °C). The separated
lower organic phase was transferred into a new test tube
and the upper organic phase was subject to retrograde
extraction (2 ml of chloroform, mixing: 15 minutes, 900
rpm, and centrifugation: 3 minutes, 3,500 rpm, 20 °C).
The lower organic phase was mixed with the one that
had been taken earlier and dried in a vacuum centrifuge
for approximately 45 minutes at 45 °C (RVC 2-25 CD).
Immediately before the analytical measurement, dried
extracts were dissolved in 130 pl of methanol and 20 pl
of OPA reaction mixture (5 mg of o-phthaldialdehyde,
100 pl of methanol, 5 pl of mercaptoethanol and 5 ml of
boric acid, pH: 10.5) was added.

At the same time, a mixture of standards, containing
30 ul of an internal standard C17-S1P and 30 ul of an
internal standard C18-S1P was prepared, to which 940 pl
of K2HPO4:MetOH mixture, pH: 7.2, was added. Then,
600 pl were transferred into a new test tube and 75 pl
of OPA reaction mixture was added.

All test tubes with OPA were incubated in a dark place
at the room temperature for 20 minutes and then centri-
fuged (10 minutes, 6,000 rpm, 20 °C). The received clear
supernatant was transferred into a new test tube, 20 pl
of 10 mM K2HPO4 buffer, pH: 7.2, was added, incubat-
ed for 10 minutes at +4 °C and once again centrifuged
(5 minutes, 6,000 rpm, 20 °C). After centrifugation, the
supernatant was transferred into a clean vial and ana-
lysed by RP-HPLC using a Hewlett Packard Series 1200
chromatograph. Chromatography data was prepared
using HP Chemstation software (Agilent, USA). Sep-
aration in the reversed phase system was performed
on a Cosmosil 5 um C18-ARII (150 x 4.6) column with
a5 um CI8-ARII (10 x 4.6) pre-column (Waters). The col-
umn temperature was 25 °C. The isocratic method with
the mobile phase composed of 10 mM K2HPO4 (pH: 5.5)
and methanol (15:85; v/v) was used. The flow rate was
1ml/min. 50 pl samples were injected every 30 minutes.
The wavelength for the detection of derivatives of S1P
was 340 nm for excitation and 455 nm for emission. The
basis for calculations of the S1P level was the area of the
peak of an internal standard C17-SIP.

SDF-1levels were determined by the ELISA technique
using a Human CXCL12/SDF-1 ELISA Kit reagent (R&D
Systems). Components C3a, C5a and C5b-9 of the com-
plement system were determined by the ELISA method
using Human C3a ELISA Kit, Human C5a ELISA Kit and
Human C5b-9 ELISA Kit reagents (BD OptEIA).

The number of stem cells (CD34+ VSELs, CD133+ VSELS)
was determined by means of flow cytometry in accordance

with the guidelines described by Zuba-Surma and Rata-
jczak (2010). Markers of pluripotent cells (Oct-4, Sox2 and
Nanog) were determined by RealTime PCR - qPCR tech-
nique. Detailed methodology and the results of analyses
of the above factors in peripheral blood of patients were
presented in previous publications (Ferensztajn-Rochowi-
ak et al. 2016, Ferensztajn-Rochowiak et al. 2017).

Statistical calculations were performed using Statis-
tica (StatSoft-Polska), ver. 10. The analysed parameters
were compared within the three groups: Bipolar Li(+),
Bipolar Li(-) and control group. The Shapiro-Wilk test
was used to check data distribution. When the data was
consistent with the normal distribution, the ANOVA var-
iance analysis method was applied and when the data
was not consistent with the normal distribution, the
Kruskal-Wallis test was used. Correlations were calcu-
lated in each group using the Pearson correlation coef-
ficient (when the data was consistent with the normal
distribution) and Spearman’s rank correlation coefficient
(in other cases). The significance level (p) lower than 0.05
was assumed as significant.

Results

Information about the study group is shown in Table 1.
The study groups did not differ in terms of clinical param-
eters. In the group treated with lithium (Bipolar Li[+]),
significantly higher C5b-9 levels (302 ng/ml) were ob-
served in women than in men (198 ng/ml).

Table 1 Clinical characteristic of patients with bipolar disorder tre-
ated with lithium - Bipolar Li(+), never treated with lithium - Bipolar
Li(-) and control group

Bipolar Bipolar Control
Li(+) Li(-) group
n=15 n=15 n=15
M/W 5/10 5/10 5/10
Age [years] 55+6 53+7 50+5
BMI [kg/m?] 26+ 6 28+4 25+3
Duration of the 24+9 20+ 9 -
disorder [years]
Duration of treatment 16+ 8 - -
with lithium [years]
Duration of treatment - 9+6 -
with other mood
stabiliser [years]
Serum lithium level 0.73+£02 - -
[mmol/I]

The results of the determination of the levels of S1P,
SDF-1, C3a, C5a and C5b-9 in individual groups are shown
in Table 2. No significant differences in the levels of the
analysed factors between the three groups were observed.

Correlations between component C5a of the comple-
ment system and the number of CD34+ VSELs, CD133+
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Table 2 Serum levels of chemoattractants S1P, SDF-1 and complement component C3a, C5a, C5b-9 in patients treated with lithium - Bipolar

Li(+), never treated with lithium - Bipolar Li(-) and in control group

Bipolar Li(+)
S1P [nmol/ml] 762+15
S1P [ng/ml] 27854 £541.6
SDF-1 [pg/ml] 2695.0 + 340.2
C3a [ng/ml] 679.4 + 56.6
C5a [ng/ml] 137.0+79.3
C5b-9 [ng/ml] 267.6 + 80.4

Bipolar Li(-)
77311
2824.5+413.8
2812.1 £3235

Control group
857+1.2

3133.2+4214
2872.2 £ 346.2

685.8 +74.3 698.8 +48.5
148.0 £ 103.1 123.6 £83.5
286 + 128 2779 £129.1

S1P - sphingosine-1-phosphate, SDF-1 - stromal cell-derived factor, C3a, C5a, C5b-9 — components of the complement system

VSELs and stem cell pluripotency markers are shown in
Table 3. In the group of subjects not treated with lithium
(Bipolar Li[-]), a negative correlation between component
C5a [ng/ml] and the number of CD34+ VSELs/ul, number
of CD133+VSELs and % of CD133+ VSELSs (p = 0.01, p = 0.017
and p = 0.011 respectively) was found. Furthermore, the
levels of component C5a of the complement system were
negatively correlated with the levels of markers Oct-4,
Sox2 and Nanog in this group (p = 0.047, p = 0.009, p =
0.012 respectively). In the control group, the level of com-
ponent C5a of the complement system was negatively cor-
related with the number of CD34+ VSELs/ul.

No significant correlations were found between the
clinical data (gender, age, height, weight, BMI and dura-
tion of the disorder) and the analysed factors S1P, SDF-1,
C3a, C5a and C5b-9 in the Bipolar Li(+) group, Bipolar
Li(-) group and control group.

Summary

In the present study, no differences in the levels of S1P,
SDF-1 and components of the complement system were
found between subjects with bipolar disorder treated
with lithium, not treated with lithium and the control
group. Our study did not confirm the results obtained by
Kucharska-Mazur et al. (2017) who found higher levels
of SDF-1, C3a, C5a and C5b-9 in the group of 30 subjects
with bipolar disorder in remission treated with mood

stabilisers other than lithium as compared to the con-
trol group. The higher (on average) age of our group of
patients and healthy subjects as compared to the groups
of study participants in Szczecin centre may be one of
the reasons for this difference.

Significant changes in the levels of the analysed
substances were described in psychotic disorders
(Kucharska-Mazur et al. 2014) and anxiety disorders
(Jabtoriski et al. 2017). In the first study, patients were in the
course of a psychotic episode which, as the authors suggest,
may be a situation requiring the activation of regenerative
processes, mobilisation of stem cells to peripheral blood
and changes in the levels of chemoattractants. In the study
of Jabtoriski et al. (2017), the mean duration of the anxiety
disorder was 4 years and the mean duration of treatment
was short (24 days), which may partly explain the reduc-
tion in the levels of chemoattractants as failure to achieve
remission at the level of biological factors.

Lack of differences between the groups may also be
explained by the fact that our patients were additionally
treated with antidepressants and antipsychotics. Similar
conclusions were presented by Maes et al. (1997) in their
study. They found an increase in the levels of C3 and C4
proteins in patients with schizophrenia and depression.
Changes were more pronounced in patients who did not
take drugs and the groups did not differ if patients were
treated with antidepressants, antipsychotics or lithium.

However, our study showed a significant corre-
lation in patients not treated with lithium between

Table 3 Selected correlations between levels of complement component C5a [ng/ml] and number of stem cells VSELs/[ul] and pluripotency

markers (Oct4, Sox2, Nanog)

*p < 0.05 - statistical significance

Stem cells and pluripotency markers Bipolar Li(+) Bipolar Li(-) Control group

C5a & CD34+ VSELs/[ul] R=0.24p=0.38 R=-0.62*p =0.013 R=-0.57 *p = 0.027
CD133+ VSELs/[ul] R=-0.03p=0.92 R=-0.6*p=0.017 R=-025p=037
% CD133+ VSELs/[pl] R=-0.11p=0.69 R=-0.6*p=0.011 R=-023p=0.42
Oct4 R=-0.032p=09 R =-0.54* p=0.045 R=01p=07
Sox2 R=0.16 p=0.57 R=-0.67 *p=0.009 R=0.05 p = 0.85
Nanog R=0.07 p=0.81 R=-0.64 *p=0.012 R=035p=0.2

Oct-4 - octamer-binding transcription factor 4; Sox 2 - sex determining region Y-box 2; Nanog — homeobox protein; VSELs - very small
embryonic-like stem cells
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component C5a of the complement system and the
number of CD34+ VSELs, similarly as in the case of the
control group. Furthermore, in the group not treated
with lithium, component C5a was negatively correlated
with the number and % of CD133+ VSELs, as well as all
three stem cell pluripotency markers, i.e. Oct-4, Sox2
and Nanog. The obtained results may correspond to
the results of the previous study, in which we found
a significant increase in the number of CD34+ VSELs
in peripheral blood of patients with bipolar disorder
not treated with lithium (Ferensztajn-Rochowiak et al.
2017). Negative correlations between component C5a
of the complement system and the number of CD34+
and CD133+ VSELs and pluripotency markers may in-
directly indicate an important role of component C5a of
the complement system in the mobilisation of VSELs to
peripheral blood in patients with bipolar disorder not
treated with lithium.

In patients treated with lithium, similarly as in the
case of subjects from the control group, no correlations
were found between component C5a and VSELs (except

| wstep

W ostatnich latach intensywnie rozwijaja sie badania nad
komérkami macierzystymi (SC - stem cells), ktére znala-
zty swoje miejsce takze w dziedzinie psychiatrii (Rataj-
czak i wsp. 2014). W 2007 roku zespét szczecitiski pod
kierunkiem prof. Ratajczaka zidentyfikowat w ludzkiej
krwi pepowinowej nowsg populacje komérek macierzy-
stych, tak zwane bardzo mate embrionalno-podobne ko-
mérki macierzyste (VSELSs - very small embryonic-like stem
cells) (Kucia i wsp. 2007). W kolejnych latach opisano
wystepowanie komérek VSELs w szpiku kostnym (Kucia
i wsp. 2008) i krwi obwodowej czlowieka (Sovalat i wsp.
2011), potwierdzajac hipoteze, iz pluripotencjalne ko-
mérki macierzyste rezyduja w tkankach oséb dorostych,
stanowiac pozostato$¢ po okresie rozwoju embrionalnego.

Komérki VSELs sg obecne w szpiku kostnym oraz we
krwi obwodowej, gdzie kraza w bardzo niewielkiej, stalej
liczbie, stanowigc pule rezerwowa pluripotencjalnych
komérek macierzystych o okreslonym potencjale rege-
neracyjnym. W nagtych sytuacjach, stanowigcych za-
grozenie dla organizmu (m.in. zawat serca, udar mézgu,
uszkodzenie tkanek lub narzadéw) oraz wymagajacych
natychmiastowej aktywacji mechanizméw regeneracyj-
nych, liczba ta zwieksza sie, gdyz komoérki sg mobilizowa-
ne do krwi obwodowej ze szpiku kostnego. W sytuacjach
przewleklego stanu zapalnego moze natomiast dochodzié¢
do nieprawidlowego procesu mobilizacji komérek VSELs
ze szpiku, co takze prowadzi do zwiekszenia ich liczby
we krwi obwodowe;j.

for CD34+ VSELs) and transcription factors. The obtained
results may indicate similarity between healthy subjects
and patients with bipolar disorder during long-term
treatment with lithium in terms of the impact of com-
ponent C5a of the complement system on the regulation
of mobilisation of CD133+ VSELs and on transcription
factors. In the study on stem cells in peripheral blood
of patients with bipolar disorder, a similar number of
VSELs, MSCs and EPCs was observed in patients receiving
long-term treatment with lithium and in healthy subjects,
which suggests that the long-term use of lithium may
inhibit excessive activation of regenerative processes in
patients with bipolar disorder (Ferensztajn-Rochowiak
et al. 2017).

A small group of patients (30 subjects), who were ad-
ditionally taking different antidepressants and antipsy-
chotics, was a limitation to the study. The strong point of
the study was a well-defined population of patients with
bipolar disorder (mean duration of the illness: 22 years),
the half of whom was receiving long-term treatment
with lithium (mean 16 years). [ |

W 2014 roku zespét szczecinski przedstawit wyniki
badania liczby komérek macierzystych VSELs we krwi
obwodowej pacjentéw z rozpoznaniem pierwszego epi-
zodu psychotycznego, u ktérych stwierdzono istotnie
wyzszg liczbe komérek CD34+ VSELs we krwi obwodo-
wej w poréwnaniu z grupg kontrolna. Autorzy sugeruja,
iz komérki CD34+ VSELs moga stanowi¢ marker pierw-
szego epizodu psychotycznego (Kucharska-Mazur i wsp.
2014). W 2017 roku opublikowano wyniki badari osrodka
poznanskiego nad liczbg komérek VSELs, hematopo-
etycznych komérek macierzystych (HSCs - hematopoietic
stem cells), mezenchymalnych komérek macierzystych
(MSCs - mesenchymal stem cells), endotelialnych komé-
rek progenitorowych (EPCs - endothelial progenitor cells)
we krwi obwodowej pacjentéw z chorobg afektywna
dwubiegunowa (ChAD) (Ferensztajn-Rochowiak i wsp.
2017). U o0séb nieleczonych litem ($redni czas trwania
choroby 20 lat) stwierdzono wyzsza liczbe komérek
CD34+ VSELs w poréwnaniu z grupa kontrolng oraz
korelacje z dtugoscia choroby. U 0séb leczonych diugo-
trwale litem liczba komérek CD34+ VSELs byta podobna
jak u oséb zdrowych oraz korelowala negatywnie z dtu-
goscia stosowania litu oraz stezeniami litu w surowicy.
Autorzy sugeruja, iz zwiekszona liczba CD34+ VSELs
moze stanowi¢ biologiczny marker ChAD i jej progre-
sji u 0s6éb nieleczonych litem, natomiast leczenie litem
moze hamowa¢ aktywacje proceséw nadmiernej regene-
racji. W 2017 roku przedstawiono réwniez wyniki badan
nad komérkami macierzystymi u pacjentéw z lekiem
napadowym. Stwierdzono nizsza liczbe komérek CD133+
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VSELs u pacjentéw z napadami paniki przed leczeniem,
w poréwnaniu ze stanem po leczeniu w tej grupie (Ja-
btoriski i wsp. 2017).

Komoérki macierzyste charakteryzuje ekspresja
tak zwanych markeréw pluripotencji, ktére swiadcza
o wspélnych wilasciwosciach komérek pluripotencjal-
nych i embrionalnych, takich jak zdolno$¢ do samoodno-
wy oraz réznicowania do komérek ze wszystkich trzech
listkéw zarodkowych. Do najwazniejszych markeréw
pluripotencji nalezg takie czynniki transkrypcyjne, jak
Oct-4 (octamer-binding transcription factor 4), Sox2 (sex
determining region Y-box 2) i Nanog. Odpowiadaja one za
procesy prawidtowej wymiany komérkowej (cell turno-
ver) miedzy innymi w o§rodkowym uktadzie nerwowym,
gdzie najlepiej zostata udokumentowana rola czynnika
Sox2 (Ellis i wsp. 2004). W 2016 roku opublikowano
wyniki badania czynnikéw transkrypcyjnych we krwi
obwodowej pacjentéw z ChAD. Stwierdzono istotnie
wyzsza ekspresje wszystkich trzech markeréw pluri-
potencji, Oct-4, Sox2 i Nanog u 0séb nieleczonych litem
z dtugim przebiegiem choroby (20 lat), w poréwnaniu
z grupa kontrolng. Wyniki te korelowaty takze pozytyw-
nie z liczbg komérek CD34+ VSELs w tej grupie. Moze
to wskazywaé, iz nadmierna ekspresja czynnikéw tran-
skrypcyjnych u oséb z wieloletnim przebiegiem ChAD
nieleczonych litem moze stanowié¢ element patogenezy
ChAD i potencjalny biologiczny marker ChAD. Natomiast
dlugotrwate leczenie litem moze hamowaé¢ nadmierne
procesy regeneracji (Ferensztajn-Rochowiak i wsp. 2016).

Mobilizacja komérek macierzystych, miedzy inny-
mi VSELs, ze szpiku do krwi obwodowej zachodzi pod
wplywem tak zwanych chemoatraktantéw, na przyktad
sfingozyno-1-fosforanu (S1P - phingosine-1-phosphate),
czynnika pochodzenia stromalnego (SDF-1 - stromal cell-

-derived factor 1) oraz elementéw ukltadu immunologicz-
nego nalezacych do odpornosci wrodzonej (nieswoistej),
na przyklad uktadu dopetniacza, granulocytéw, prze-
ciwciat oraz rodziny receptoréw Toll podobnych (TLRs)
(Ratajczak i wsp. 2010a).

Sfingozyno-1-fosforan (S1P) nalezy do klasy sfingoli-
pidéw wystepujacych w btonach komérkowych (Satata
iwsp. 2012). Wplywa gléwnie na migracje, adhezje i réz-
nicowanie komérek, a takze promuje wzrost i przezy-
walnoéé¢ komoérek, wywierajac efekt antyapoptotyczny.
W ostatnim czasie opisano role S1P jako kluczowego
chemoatraktanta, ktérego gradient stezen (wzrastajace
stezenie w osoczu) reguluje uwalnianie réznych rodza-
jow komérek macierzystych, miedzy innymi HSC, MSC
czy VSELs z nisz szpiku kostnego do krwi obwodowej,
a stamtad do uszkodzonych narzadéw (Ratajczak i wsp.
2010b). Dzieje sie tak na przyklad w sytuacjach uszko-
dzenia i regeneracji tkanek, czy w stanach zapalnych,
aistotng role w tym procesie odgrywa aktywacja uktadu
dopetniacza. Zmiany stezen SIP opisano miedzy inny-
mi w zaburzeniach psychotycznych (Kucharska-Mazur
iwsp. 2014). W kilku badaniach opisano zwigzek miedzy

SIP a ChAD. W badaniu Xu i wsp. (2014), korzystajac
z techniki GWAS, w powigzaniu z badaniem opartym na
modelu rodzinnym ChAD (229 rodzin) wykazano zwia-
zek w miejscu 1q21.2, gdzie najblizszy gen zwigzany jest
z receptorem na S1P (S1PRI - sphingosine-1-phosphate
receptor 1 gene). Nakagawa i Chiba (2015) wskazuja na
potencjalnie korzystna przeciwzapalng i neuroprotekeyj-
na role SIP w patogenezie choréb, miedzy innymi ChAD,
w ktérych istotnym elementem jest aktywacja mikrogleju
(zaburzona réwnowaga fenotypéw M1 i M2 magrofagéw).
Tokac i wsp. (2016) w badaniu polimorfizméw chemokin
iich receptoréw w grupie 200 pacjentéw z ChAD wyka-
zali, ze czesto$¢ wystepowania genotypu C138T C+ recep-
tora CXCR4 wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem ChAD,
przy czym nie potwierdzono istotnosci statystycznej po
zastosowaniu korekeji Bonferroniego.

Czynnik pochodzenia stromalnego (SDF-1, stromal cell-

-derived factor 1, CXCL12) jest chemoking, odpowiedzialng
gléwnie za utrzymanie komérek macierzystych w ob-
rebie szpiku kostnego, natomiast w mniejszym stopniu
reguluje ich uwalnianie do krwi obwodowej (Ratajczak
iwsp. 2010b). Zmiany stezeri SDF-1 opisano w kilku zabu-
rzeniach psychiatrycznych, miedzy innymi zaburzeniach
psychotycznych (Fernandez-Egea i wsp. 2009) czy leko-
wych (Oglodek i wsp. 2015). Ogtodek i wsp. (2016) nie wy-
kazali réznic w stezeniach SDF-11ijego receptora CXCR4
u pacjentéw z zaburzeniem leku napadowego oraz u oséb
z zaburzeniami osobowo$ci, w poréwnaniu z grupa kon-
trolng. Nie wykazano zwigzku miedzy polimorfizmem
genu SDF-13'a a ryzykiem schizofrenii (Dasdemir i wsp.
2016). Laske i wsp. (2008) opisali zmniejszone stezenia
SDF-1 w osoczu pacjentéw z wczesng postacia choroby
Alzheimera, ktére korelowaly negatywnie ze stezeniami
biatka tau w ptynie mézgowo-rdzeniowym. Garcia-Mar-
chena i wsp. (2017) stwierdzili obniZone stezenie SDF-1
w osoczu pacjentéw naduzywajacych alkoholu.

Uktad dopetniacza tworzg tak zwane biatka ostrej
fazy, wspomagajace nieswoista (wrodzona) odpornosé
organizmu przeciw patogenom (Nesargikar i wsp. 2012).
Wiekszo$¢ badan opisujacych nieprawidtowoséci w funk-
cjonowaniu uktadu dopetniacza w zaburzeniach psy-
chicznych dotyczy schizofrenii. Mayilyan i wsp. (2008)
opisuja podwdjna role kaskady dopetniacza w schizofre-
nii - neuroprotekcyjna w zakresie etiologii oraz neurode-
generacyjna w zakresie patogenezy. W wielu badaniach
opisywano zmiany stezen sktadowych dopetniacza u oséb
z ChAD. Przyktadowo Wadee i wsp. (2002) stwierdzi-
li zwiekszenie stezenl sktadowych C3, C6 i czynnika B
u pacjentéw z epizodem manii. Santos Séria i wsp. (2012)
stwierdzili, ze stezenia czynnikéw C3 i C4 u pacjentéw
z ChAD w okresie eutymii sg na poziomie podobnym
do grupy kontrolnej. Akcan i wsp. (2017) stwierdzili, ze
stezenia badanych sktadowych dopelniacza byty istotnie
nizsze u pacjentéw z przebiegiem przewleklym ChAD,
w poréwnaniu z osobami z pierwszym epizodem i gru-
pa kontrolna. Autorzy sugeruja, ze obnizenie stezenl
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sktadowych uktadu dopetniacza wiaze sie z ich nadmier-
na aktywacja i zuzyciem, co kompensowane jest przez
nasilenie ekspresji ich genéw oraz wzrost stezert mRNA
we krwi obwodowe;j.

Kucharska-Mazur i wsp. (2014) opisali obnizone ste-
zenia S1P i C3a we krwi obwodowej pacjentéw z pierw-
szym epizodem psychotycznym, gdzie czynniki te moga
stanowi¢ predyktory ryzyka oraz nowe markery tego
procesu. U pacjentéw z ChAD nigdy nieleczonych litem
stwierdzono podwyzszone stezenia sktadowych C3a,
C5a, C5b-9 dopelniacza i SDF-1, w poréwnaniu z grupa
kontrolng oraz brak réznic w stezeniach S1P (Kucharska-

-Mazur i wsp. 2017). Autorzy sugeruja potencjalng role
powyzszych czynnikéw w etiologii ChAD, wskazujac na
udzial proceséw regeneracyjnych. U pacjentéw z lekiem
napadowym opisano nizsze stezenia wszystkich bada-
nych czynnikéw: C3a, C5a, C5b-9, SDF-11 SIP, zaréwno
przed, jak i po leczeniu, w poréwnaniu z grupa kontrolna.
(Jabtoniski i wsp. 2017).

Celem niniejszej pracy byta ocena stezeni sfingozyno-
1-fosforanu (S1P), czynnika pochodzenia stromalnego
(SDF-1) oraz sktadowych C3a, C5a i C5b-9 dopetniacza we
krwi obwodowej pacjentéw z ChAD, leczonych i nieleczo-
nych litem oraz ich relacji z komérkami macierzystymi
very small embryonic like (VSEL) oraz markerami komérek
pluripotencjalnych Oct-4, Sox2 i Nanog.

Metody

Grupa badana

Grupa badana sktadata sie z 30 0séb z chorobg afektywna
dwubiegunowa w okresie remisji, bedacych pacjentami
Poradni Przyklinicznej Kliniki Psychiatrii Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu oraz z 15 zdrowych oséb, sta-
nowigcych grupe kontrolna. Sposréd 30 oséb z ChAD
wyrézniono dwie podgrupy pacjentéw.

Pierwsza z nich, Bipolar Li(+), stanowito 15 0séb
(5 mezczyzn i 10 kobiet, §rednia wieku 55 * 6) leczo-
nych dlugotrwale litem przez 8-40 lat ($rednio 16 lat),
o $rednim czasie trwania choroby 24 + 9 lat. Stezenie litu
we krwi wynosito 0,5-0,8 mmol/1 (rednio 0,73 mmol/1).
Dodatkowo 6 0séb w tej podgrupie leczonych byto kar-
bamazeping. Pozostate stosowane leki to wenlafaksyna
(3 osoby), kwetiapina (3 osoby), fluoksetyna (2 osoby),
trazodon (2 osoby), tianeptyna (1 osoba), klomipramina
(1 osoba), bupropion (1 osoba), mirtazapina (1 osoba),
escialopram (1 osoba).

Do drugiej podgrupy, Bipolar Li(-), nalezato 15 oséb
(5 mezczyzn, 10 kobiet, $rednia wieku 53 + 7 lat), o cza-
sie trwania choroby powyzej 10 lat (§rednia 20 + 9 lat,
rozpieto$é 10-44 lata), ktére nigdy nie byty leczone li-
tem. Stosowane leki normotymiczne obejmowaly kwas
walproinowy/walproinian sodu (7 oséb), lamotrygine (6
0s6b), karbamazepine (3 osoby). Pozostale stosowane leki

to kwetiapina (5 0séb), wenlafaksyna (3 osoby), sertrali-
na (2 osoby), paroksetyna (1 osoba), fluoksetyna (1 osoba),
escitalopram (1 osoba), trazodon (1 osoba), klomipramina
(1 osoba), olanzapina (1 osoba), klozapina (1 osoba).

Grupa kontrolna sktadata sie z 15 0séb (5 mezczyzn,
10 kobiet, $rednia wieku 50 + 5 lat), z nieobcigzonym
wywiadem w kierunku zaburzen psychicznych, dobra-
nych pod wzgledem wieku, ptcii BMI do grupy badane;.

Do czynnikéw wykluczajacych udziat w badaniu nale-
zaly: wspétchorobowo$é w zakresie zaburzen psychicz-
nych, uzaleznienie od alkoholu lub innych substancji
psychoaktywnych, zaburzenia okotoporodowe/neuro-
rozwojowe, organiczne uszkodzenie mézgu, zaostrzenie
choréb immunologicznych, obecnosé¢ infekeji, nietole-
rancja glukozy, cukrzyca lub kazda inna istotna jednostka
chorobowa, ktéra mogtaby wptynaé¢ na wynik badania.
Osoby uczestniczace w badaniu zostaly poinformowane,
ze intensywne ¢wiczenia lub ograniczenia dietetyczne sa
niedozwolone przed pobraniem prébek krwi.

Badanie uzyskalo zgode Komisji Bioetycznej Uniwer-
sytetu Medycznego w Poznaniu. Kazda z badanych oséb
udzielita $wiadomej zgody na badanie, po udzieleniu
wszelkich niezbednych informacji.

Metody

Od kazdego pacjenta na czczo, w godzinach porannych
pobrano prébke 10 ml krwi zylnej. Krew odwirowano
(przez 10 min w temperaturze 20°C), a uzyskane osocze
zamrozono w temperaturze -80°C, ktére przed wykona-
niem oznaczen rozmrozono do temperatury pokojowej.

Oznaczenia SIP wykonano przy uzyciu wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz
(reversed phase high-performance liquid chromatography).
Osocze EDTA oraz wzorzec wewnetrzny C17-S1P (Avan-
ti Polar Lipids) rozmrazano w temperaturze pokojowej
(minimum 30 minut). Do probéwki przenoszono 100 ul
osocza EDTA i dodawano 30 pl wzorca wewnetrzne-
go C17-S1P (10-krotnie rozcieficzonego w mieszaninie
10 mM K2HPO4 i metanolu [MetOH] [v/v, 15:85] o pH
7,2). Jednoczeénie przygotowywano mieszanine wzor-
céw zawierajaca 30 pl wzorca wewnetrznego C17-S1P
(10-krotnie rozcieiczonego mieszaning K2HPO4:MetOH
o pH 7,2) i 30 pl wzorca wewnetrznego C18-S1P (10-krot-
nie rozcieniczonego w mieszaninie K2HPO4:MetOH o pH
7,2). Prébki mieszano (vorteks), a nastepnie dopetniano
do 1 ml 1 M roztworem NaCl, ponownie mieszano (vor-
teks) okoto 30 sekund i dodawano 1 ml metanolu i 300 pl
stezonego kwasu solnego. W kolejnym etapie po okoto
minutowym mieszaniu (vorteks) dodawano 2 ml chlo-
roformu, mieszano na mieszadle (20 minut, 900 rpm)
i wirowano (3 minuty, 3500 rpm, 20°C). Oddzielona
dolna faza organiczna byta przenoszona do nowej pro-
béwki, a gérna faza byta poddawana reekstrakcji (2 ml
chloroformu, mieszanie - 15 minut, 900 rpm i wirowa-
nie - 3 minuty, 3500 rpm, 20°C). Dolna faza organiczna
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byla taczona z weczeéniej zebrang i suszona w wirdwce
prézniowej przez okoto 45 minut w temperaturze 45°C
(RVC 2-25 CD). Wysuszone ekstrakty bezposrednio przed
pomiarem analitycznym rozpuszczano w 130 pl meta-
nolu i dodawano do niego 20 pl mieszaniny reakcyjnej
OPA (5 mg dialdehydu o-ftalowego, 100 pl metanolu, 5 pl
merkaptoetanolu, 5 ml kwasu borowego w pH 10,5).

Jednocze$nie przygotowywano mieszanine wzorcéw
zawierajaca 30 pl wzorca wewnetrznego C17-S1P i 30 pl
wzorca wewnetrznego C18-SIP, do ktérych dodawano
940 pl mieszaniny K2HPO4:MetOH o pH 7,2. Nastepnie
przenoszono 600 pl do nowej probéwki i dodawano 75 pl
mieszaniny reakcyjnej OPA.

Wszystkie prébki z OPA inkubowano w ciemnym miej-
scu, w temperaturze pokojowej przez 20 minut, a na-
stepnie wirowano (10 minut, 6000 rpm, 20°C). Powstaly
klarowny supernatant przenoszono do nowej probéwki,
dodawano do niego 20 pl 10 mM buforu K2HPO4 o pH
7,2, inkubowano 10 minut w temperaturze +40C i po-
nownie wirowano (5 minut, 6000 rpm, 20°C). Po wiro-
waniu supernatant przenoszono do czystej fiolki i ana-
lizowano metoda RP-HPLC za pomoca chromatografu
Hewlett Packard Series 1200. Dane chromatograficzne
byly opracowane z wykorzystaniem oprogramowania
HP Chemstation (Agilent, USA). Rozdziat w ukladzie
z odwréconymi fazami przeprowadzono na kolumnie
Cosmosil 5 um C18-ARII (150 x 4,6) z prekolumng 5 um
C18-ARII (10 x 4,6) (Waters). Temperatura kolumny wy-
nosita 25°C. Zastosowano metode izokratyczna z faza
ruchoma ztozong z 10 mM K2HPO4 (pH 5,5) i metano-
lu (15:85; v/v). Szybkos¢ przeptywu wynosita 1 ml/min.
Prébki o objetosci 50 pl byty nastrzykiwane co 30 mi-
nut. Dtugosci fali dla detekeji pochodnych S1P wynosita
odpowiednio dla wzbudzenia 340 nm i emisji 455 nm.
Podstawg do obliczen stezenia S1P byto pole powierzchni
piku wzorca wewnetrznego C17-S1P.

Oznaczenia SDF-1 wykonano z zastosowaniem techni-
ki ELISA z wykorzystaniem odczynnika Human CXCL12/
SDF-1ELISA Kit (R&D Systems). Oznaczenia sktadowych
dopetniacza C3a, C5a, C5b-9 wykonano metodg ELISA,
z wykorzystaniem odczynnikéw Human C3a ELISA Kit,
Human C5a ELISA Kit oraz Human C5b-9 ELISA Kit (BD
OptEIA).

Ocene liczby komérek macierzystych (CD34+ VSELs,
CD133+ VSELSs) przeprowadzono z uzyciem cytometrii
przeplywowej, zgodnie z wytycznymi opisanymi przez
Zuba-Surme i Ratajczaka (2010), natomiast ocene mar-
keréw komérek pluripotencjalnych (Oct4, Sox2, Nanog)
przeprowadzono z wykorzystaniem techniki ilo§ciowego
PCR czasu rzeczywistego (RealTime PCR - gPCR). Szcze-
gétowa metodologie oraz wyniki badan powyzszych
czynnikéw we krwi obwodowej pacjentéw opisano w po-
przednich publikacjach (Ferensztajn-Rochowiak i wsp.
2016, Ferensztajn-Rochowiak i wsp. 2017).

Obliczenia statystyczne wykonano za pomoca pro-
gramu Statistica (StatSoft-Polska), wersja 10. Badane

parametry poréwnano miedzy trzema grupami: Bipolar
Li(+), Bipolar Li(-) oraz grupa kontrolna. Zastosowano
test Shapiro-Wilka, aby sprawdzi¢ rozktad danych. Gdy
dane byly zgodne z rozktadem normalnym, zastosowano
metode analizy wariancji ANOVA, natomiast gdy dane
nie byly zgodne z rozktadem normalnym - test Kruska-
la-Wallisa. Korelacje zostaly obliczone w kazdej z grup
przy uzyciu wspéiczynnika korelacji liniowej Pearsona
(gdy dane byly zgodne z rozkladem normalnym) oraz
wspétczynnika korelacji rang Spearmana (w pozostatych
przypadkach). Jako znaczacy przyjeto poziom istotnoéci
(p) mniejszy od 0,05.

Wyniki

Charakterystyke grupy badanej przedstawiono w tabeli 1.
Badane grupy nie réznity sie pod wzgledem parametréw
klinicznych. W grupie oséb leczonych litem, Bipolar Li(+)
stwierdzono u kobiet istotnie wieksze stezenia C5b-9
(302 ng/ml) niz u mezczyzn (198 ng/ml).

Tabela1 Charakterystyka kliniczna pacjentéw z choroba afektywna
dwubiegunowa leczonych litem - Bipolar Li (+), nieleczonych litem -
Bipolar Li(-) oraz grupy kontrolnej

Bipolar Bipolar Grupa
Li(+) Li(-) kontrolna
n=15 n=15 n=15
M/K 5/10 5/10 5/10
Wiek [lata] 55+6 53+7 50+5
BMI [kg/m?] 26+6 28+ 4 25+3
Czas trwania choroby 24 +9 20+9 -
[lata]
Diugos¢ leczenia litem 16+8 - -
[lata]
Dtugos¢ leczenia - 9+6 -
innym lekiem
normotymicznym [lata]
Stezenie litu 073+£02 - =
w surowicy [mmol/I]

Wyniki stezent badanych czynnikéw S1P, SDF-1, C3a,
Cb5a i C5b-9 w poszczegdlnych grupach przedstawiono
w tabeli 2. Nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniach
badanych czynnikéw pomiedzy trzema grupami.

Korelacje pomiedzy sktadowa C5a dopelniacza
a liczbg CD34+ VSELs, CD133+ VSELs oraz markerami
pluripotencji komérek macierzystych przedstawiono
w tabeli 3. W grupie oséb nieleczonych litem Bipolar
Li(-) uzyskano ujemnga korelacje miedzy sktadowga C5a
[ng/ml] a liczba CD34+ VSELs/ul, liczba CD133+VSELs
oraz %CD133+ VSELs (p = 0,01, p = 0,017 oraz p = 0,011,
odpowiednio). Ponadto stezenia sktadowej dopelniacza
C5a korelowaty negatywnie ze stezeniami markeréw
Oct4, Sox2 i Nanog w tej grupie (p = 0,047, p = 0,009,
p = 0,012, odpowiednio). W grupie kontrolnej stezenie
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Tabela2 Stezenie czynnikéw chemotaktycznych S1P, SDF-1 oraz skladowych dopetniacza C3a, C5a i C5b-9 w surowicy, w grupie oséb leczonych
litem — Bipolar Li(+), grupie oséb nieleczonych litem - Bipolar Li(-) oraz w grupie kontrolnej

Bipolar Li (+)
S1P [nmol/ml] 7,62+1,5
STP [ng/ml] 27854 +541,6
SDF-1 [pg/ml] 2695,0 + 340,2
C3a [ng/ml] 679,4 + 56,6
C5a [ng/ml] 137,0+£79,3
C5b-9 [ng/ml] 267,6 + 80,4

Bipolar Li (-) Grupa kontrolna
7,73 £1,1 857+1,2
2824,5+413,8 31332+421,4
2812,1 £323,5 2872,2 £ 346,2
685,8 + 74,3 698,8 + 48,5
148,0 £ 103,1 123,6 £ 83,5

286 + 128 277,9 £ 129,1

S1P - sfizngozyno-1-fosforan, SDF-1 - czynnik pochodzenia stromalnego, C3a,C5a,C5b-9 - sktadowe dopetniacza

Tabela3 Wybrane korelacje pomiedzy stezeniem sktadowej dopetniacza C5a [ng/ml] a liczba komérek macierzystych VSELs/[ul] oraz markerami

pluripotencji (Oct4, Sox2, Nanog)

CD133+ VSELs/[ul]
9% CD133+ VSELs/[ul]

*p < 0,05 - istotnos¢ statystyczna

R=-0,03p=0,92
R=-0,11p = 0,69

Komérki macierzyste i markery Bipolar Li(+) Bipolar Li(-) Grupa kontrolna
pluripotencji
C5a & CD34+ VSELs/[l] R=0,24p=0,38 R=-0,62*p=0,013 R=-0,57 *p = 0,027

R=-0,6*p=0,017
R=-0,6*p=0,011

R=-025p=0,37
R=-023p =042

Oct4 R=-0,032p=0,9 R=-0,54 *p = 0,045 R=01p=07
Sox2 R=0,16 p = 0,57 R=-0,67 *p = 0,009 R=0,05p=0,85
Nanog R=0,07 p =081 R=-0,64*p =0,012 R=035p=02

Oct-4 - octamer-binding transcription factor 4; Sox 2 - sex determining region Y-box 2; Nanog — homeobox protein; VSELs - bardzo mate embrio-

nalno podobne komérki macierzyste

sktadowej C5a dopelniacza korelowato negatywnie
z liczbg komérek CD34 + VSELs/ul.

Nie uzyskano istotnych korelacji pomiedzy danymi
klinicznymi (ple¢, wiek, wzrost, masa ciata, BMI, dtugosé
choroby) a badanymi czynnikami S1P, SDF-1, C3a, C5a,
C5b-9 w grupie Bipolar Li(+), Bipolar Li(-), ani w grupie
kontrolne;j.

| oméwienie

W obecnym badaniu nie wykazano réznic w stezeniach
S1P, SDF-1i sktadowych dopelniacza wsréd oséb z ChAD
leczonych litem, nieleczonych litem oraz grupa kontrolna.
Badanie nasze nie potwierdzito wynikéw, jakie uzyskali
Kucharska-Mazur i wsp. (2017), ktérzy stwierdzili wyzsze
stezenia SDF-1 oraz C3a, C5a i C5b-9 w grupie 30 oséb
z ChAD w okresie remisji, leczonych innymi niz lit leka-
mi normotymicznymi, w poréwnaniu z grupg kontrolna.
Jednym z powodéw tej réznicy moze by¢ srednio wyzszy
wiek naszej grupy pacjentéw i oséb zdrowych w poréw-
naniu z grupami badanymi w o$rodku szczecinskim.
Istotne zmiany w stezeniach badanych substancji
opisywano w zaburzeniach psychotycznych (Kuchar-
ska-Mazur i wsp. 2014) i lekowych (Jabtoriski i wsp. 2017).
W pierwszym z badan pacjenci znajdowali sie w trakcie
trwania epizodu psychotycznego, ktdry, jak sugeruja
autorzy, moze stanowi¢ dla organizmu sytuacje wyma-
gajaca aktywacji proceséw regeneracyjnych, mobilizacje

komoérek macierzystych do krwi obwodowej oraz zmiany
stezeri czynnikéw chemotaktycznych. W badaniu Jabton-
skiego i wsp. (2017) éredni czas trwania zaburzenia leko-
wego wynosit 4 lata, natomiast $redni czas leczenia byt
krétki i wynosit 24 dni, co moze czeSciowo ttumaczy¢ ob-
nizenie stezenl czynnikéw chemotaktycznych jako brak
uzyskania remisji na poziomie czynnikéw biologicznych.

Brak réznic miedzy grupami moze takze thumaczyé
fakt, iz nasi pacjencileczeni byli dodatkowo lekami prze-
ciwdepresyjnymi i przeciwpsychotycznymi. Podobne
whnioski przedstawili w swoim badaniu Maes i wsp.
(1997), ktérzy stwierdzili zwiekszenie stezeni biatek C3
i C4 u pacjentéw ze schizofrenia i depresjg. Zmiany byty
bardziej nasilone u pacjentéw, ktérzy nie pobierali le-
kéw, natomiast grupy nie réznily sie miedzy soba, jezeli
pacjencileczeni byli lekami przeciwdepresyjnymi, prze-
ciwpsychotycznymi lub litem.

Badanie nasze wykazato jednak istotna korelacje
u 0s6b nieleczonych litem miedzy sktadowa C5a do-
pelniacza a liczbg komérek CD34+ VSELs, podobnie jak
w grupie kontrolnej. Ponadto, w grupie nieleczonej li-
tem sktadowa C5a korelowata negatywnie z liczbg i %
komérek CD133+ VSELs, a takze z wszystkimi trzema
markerami pluripotencji komérek macierzystych, to
jest Oct-4, Sox-2 i Nanog. Uzyskane wyniki moga ko-
respondowaé z wynikami poprzedniego badania, gdzie
wykazano istotne zwiekszenie liczby komérek CD34+
VSELs we krwi obwodowej pacjentéw z ChAD nieleczo-
nych litem (Ferensztajn-Rochowiak i wsp. 2017). Ujemne
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korelacje miedzy sktadows C5a dopelniacza a liczbg ko-
mérek macierzystych CD34+ i CD133+ VSELs i marke-
rami pluripotencji moga posrednio $wiadczy¢ o istotnej
roli sktadowej C5a dopelniacza w mobilizacji komérek
macierzystych VSELs do krwi obwodowej u pacjentéw
z ChAD nieleczonych litem.

U os6b leczonych litem, podobnie jak u oséb z gru-
py kontrolnej nie stwierdzono korelacji miedzy skta-
dowg C5a a komérkami VSELs (oprécz CD34+ VSELSs)
iczynnikami transkrypcyjnymi. Uzyskane wyniki moga
$wiadczy¢ o podobienistwie pomiedzy osobami zdrowymi
oraz osobami z ChAD w trakcie dtugotrwatego leczenia
litem w zakresie wptywu sktadowej C5a dopetniacza na
regulacje mobilizacji CD133+ VSELs oraz na czynniki
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