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Streszczenie

Zaburzenia neuroprzekaznictwa noradrenergicznego prawdopodobnie odgrywaja rolg w pato-
genezie choroby afektywnej dwubiegunowej. Celem niniejszej pracy byto poszukiwanie asocjacji
pomigdzy polimorfizmem 1287 A/G genu transportera noradrenaliny (norepinephrine transporter
— NET), a profilaktycznym efektem weglanu litu u 0séb z choroba afektywna dwubiegunowa.
Badaniem objgto 90 0sob (52 kobiety, 38 me¢zczyzn) z rozpoznaniem choroby afektywnej dwu-
biegunowej. Srednia wieku pacjentéw wynosita 52 = 12 lat), a $redni czas leczenia weglanem litu
wynosit 14,6 + 7,3 lat. Stgzenie litu w surowicy krwi u tych pacjentéw utrzymywato si¢ pomigdzy
0,5-0,8 mmol/l. Pacjentow podzielono na 3 grupy, w zaleznosci od skutecznosci profilaktycznego
dziatania weglanu litu: chorzy z bardzo dobra reakcja na leczenie litem (exellent lithium responders),
z czg$ciowa reakcja na leczenie litem (partial lithium responders) oraz pacjentdw nie wykazujacych
korzystnego efektu litu (lithium non-responders). W badanej grupie nie stwierdzono zaleznosci
pomigdzy jakoscia profilaktycznego dziatania weglanu litu, a ocenianym polimorfizmem genu NET.

Summary

Disturbances of noradrenaline neurotransmission probably play a role in the pathogenesis of bi-
polar affective disorder. The purpose of the present study was searching for an association between
1287 A/G polymorphism of noradrenaline transporter gene (nroepinephine transporter — NET) and
a prophylactic effect of lithium carbonate in patients with bipolar affective illness. The study included
90 subjects (52 women and 38 men) with bipolar affective illness. The mean age of the patients was
52 412 years and the duration of lithium therapy was 14,6 +7,3 years. Serum lithium concentration in
those patients was in the range of 0,5 to 0,8 mmol/l. Patients were divided into three groups, depend-
ing on the efficacy of lithium carbonate prophylaxis: excellent lithium responders, partial lithium
responders and lithium non-responders. In the group of investigated patients, no relationship between
the quality of lithium prophylactic effect and the studied polymorphism of NET gene was found.
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Wstep

W mysl hipotezy katecholaminowej zaburzen afektywnych, jedna z przyczyn
depresji jest niedobor noradrenaliny (NA), natomiast nadmiar tego neuroprzekaz-
nika moze wiaza¢ si¢ z wystapieniem stanow maniakalnych (14). W badaniach
biochemicznych wykonanych u pacjentéw z chorobami afektywnymi obserwo-
wano zmiany stezen noradrenaliny, nie zawsze jednak zgodne z powyzsza kon-
cepcja. Roy 1 wsp. (10) stwierdzili podwyzszony poziom noradrenaliny w osoczu
krwi u 0séb w trakcie epizodu depresji typu melancholicznego, za§ Lake i wsp.
(6) wykazali znaczace podwyzszenie poziomu noradrenaliny w ptynie mézgowo-
-rdzeniowym u pacjentéw z choroba afektywna jedno- i dwubiegunowa. Kelly
i wsp. (4) zaobserwowali spadek poziomu NA po terapii elektrowstrzasowej,
ktory korelowat z poprawa stanu klinicznego. Klimek i wsp. stwierdzili natomiast
obnizone poziomy transportera noradrenaliny (norepinephrine transporter — NET),
biatka odpowiedzialnego za doneuronalny wychwyt zwrotny tego neuroprzekaz-
nika, w mézgu 0s6b z rozpoznaniem depresji, ktore popetnity samobdjstwo (5).

Dziatanie na uktad noradrenergiczny wykazano rdwniez w odniesieniu do jonu
litu, ktory jest najwazniejszym lekiem normotymicznym stosowanym w leczeniu
i profilaktyce choroby afektywnej dwubiegunowej. W badaniach eksperymental-
nych stwierdzono, ze lit zwigksza inaktywacje NA i zmniejsza dostgpnos¢ tego
neuroprzekaznika na synapsach noradrenergicznych (13). W badaniu klinicznym
stwierdzono wptyw litu na stgzenie NA w surowicy krwi oraz na czynnos¢ recep-
torow noradrenergicznych alfa2 (8). Efekty te moga mie¢ zwiazek z farmakolo-
gicznym dziataniem litu w chorobie afektywnej dwubiegunowe;.

Badania farmakogenetyczne wskazuja na zwigzek pomiedzy jakoscia dziata-
nia profilaktycznego weglanu litu, a polimorfizmem gendéw dotyczacych uktadow
neuroprzekaznikowych i sygnalizacji wewnatrzkomorkowej. W badaniach asocja-
cyjnych, wykonanych rowniez w naszym osrodku, stwierdzono zwiazek migdzy
efektem profilaktycznym litu a polimorfizmem genu hydroksylazy tryptofanu (15),
fosfolipazy C (17), transportera serotoniny (11) oraz czynnika neurotrofowego
pochodzenia mézgowego (BDNF) (12).

W niniejszej pracy podjelismy probe badania asocjacji pomigdzy profilaktycz-
nym dzialaniem weglanu litu, a polimorfizmem genu transportera noradrenaliny
(NET). Transporter ten jest biatkiem transblonowym zaleznym od jonoéw Na*
i CI'. Sklada si¢ z 12 domen, 617 aminokwasoéw. Gen kodujacy NET znajduje si¢
na chromosomie 16 (16q12.2) (1, 9).

Metodyka badan

Pacjenci

Badaniem objeto 90 oséb (52 kobiety, 38 mezczyzn) z rozpoznaniem cho-
roby afektywnej dwubiegunowej, leczonych w Poradni Przyklinicznej Katedry
Psychiatrii Akademii Medycznej w Poznaniu. Sredni wiek pacjentow wynosit
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52 4+ 12 lat. Dlugo$¢ leczenia litem wyniosta od 7,3 do 21,9 lat (§rednio 14,6 lat).
Stezenie litu w surowicy krwi u tych pacjentéw utrzymywato si¢ pomigdzy
0,5-0,8 mmol/l.
Pacjentow podzielono na 3 grupy, w zaleznos$ci od skutecznosci profilaktycz-
nego dzialania weglanu litu:
1. Pacjenci z bardzo dobrg reakcja na lit (excellent lithium responders — ER)
— grupa obejmujaca osoby bez epizodoéw afektywnych w trakcie pobiera-
nia litu;
2. Pacjenci z czgSciowa reakcja na lit (partial lithium responders — PR)
— u ktorych nastapita redukcja epizodow afektywnych o 50% w trakcie po-
bierania litu w poréwnaniu z liczba epizodéw przed pobieraniem tego leku;
3. Pacjenci nie wykazujacy korzystnego efektu litu (lithium non-responders
— NR) —u ktoérych redukcja epizodoéw afektywnych w trakcie pobierania litu
wynosita mniej niz 50% w poréwnaniu z liczba epizodéw przed pobiera-
niem weglanu litu.
Badania zostaty zaaprobowane przez Komisj¢ Bioetyczng Akademii Medycz-
nej w Poznaniu.

Genotypowanie

Polimorfizm genu transportera noradrenaliny analizowano metoda PCR — RFLP.
Amplifikacj¢ polimorficznego fragmentu genu NET wykonano przy uzyciu star-
teréw opisanych przez Jonsson i wsp. (3). Reakcj¢ PCR przeprowadzono w mie-
szaninie reakcyjnej o objetosci 21 pl, ktora zawierata: 100 ng genomowego DNA,
10 pmoli kazdego ze starterow (NETF 5'-TCC AGG GAG ACC CTA ATT CC-3'
i NETR 5'-TTG ACT TTA TTG AAA TGC GGC-3"), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
Tris-HCIL, 50 mM KCl, 0,01% zelatyny, 5% formamidu, 10% glicerolu, 1 U poli-
merazy Taq. Zastosowano nastepujacy profil reakcji PCR: wstepna denaturacja
przez 2 min. w 95°C; 35 cykli obejmujacych: 30 s w 95°C, 60 s w 56°C, 30's
w 72°C; koncowa elongacja — 7 min. w 72°C. Uzyskany produkt PCR o dlugo$ci
241 par zasad (pz) poddano przez noc analizie restrykcyjnej w temp. 37°C, przy
uzyciu 0,3 U enzymu Cfr131. W calkowitej objetosci (10 pul) mieszaniny restryk-
cyjnej produkt reakcji PCR stanowit 6,5 pl; uzyto 1 x stgzonego buforu R+. Po
analizie restrykcyjnej produkt PCR rozdzielono w 2% zelu agarozowym z brom-
kiem etydyny w st¢zeniu docelowym 0,25 pg/ml zelu. Genotypy okreslono na
podstawie wynikow rozdziatu elektroforetycznego. Allel A (nietrawiony) charak-
teryzuje si¢ obecnoscia fragmentu 97 pz, a allel G (trawiony) obecnoscia frag-
mentow o wielkoSci 76 pz i 21 pz (niewidoczny w zelu). Dodatkowo obecne sa
zawsze prazki state o wielkosci 31 pzi 113 pz (16).

Analiza statystyczna
Analize zmiennych prowadzono przy zastosowaniu testow 2. Komputerowy
program SPSS (wersja 10) byl uzyty do przetwarzania analiz statystycznych.
Zgodnos¢ rozkltadu genotypow z prawem Hardy’ego-Weinberga analizowano
przy uzyciu programu “Utility Programs For Analysis Of Genetic Linkage”
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Wyniki

Wsrod badanych znajdowaty si¢ 22 osoby (24,4%) bardzo dobrze reagujace na
leczenie profilaktyczne litem (12 kobiet i 10 mgzczyzn), 48 0s6b (53,3%) z grupy
chorych czg$ciowo reagujacych na lit (31 kobiet i 17 megzczyzn) oraz 20 osdb
(22,2%) z niekorzystnym efektem leczenia profilaktycznego weglanem litu (9 ko-
biet i 11 mezczyzn). Kliniczna charakterystyke tych grup pacjentéw przedsta-

wiono w tabeli 1.

Tabela 1. Kliniczna charakterystyka grup pacjentéw

Ogotem ER PR NR

n =88 n=22 n =48 n=20
Wiek 52,7€11,97 | 57,8142 | 53,2+12,2 | 54,1+8,4
Pte¢ [M:K] 38:52 10:12 17:31 11:9
Choroby psychiczne w rodzinie N (%) | 41 (46,6%) | 11 (40,7%) | 24 (53,3%) | 6 (37,5%)
Wiek rozpoczecia choroby lata [+=SD] 31,5+10,7 | 33,0+11,6 | 31,1+10,9 | 30,1+8,5
Trwanie choroby przed litem lata [+SD] | 7,4+7,4 9,7+£9,6 5,6+£59 8,7+6,0
Czas leczenia litem lata [+SD] 14,6+7,3 14,0+7,1 15,3+7,9 13,8+5,8
Liczba eplefiow jafektywnych przed 6.244.1 7.043.6 6.044.5 5.843.9
wprowadzeniem litu [+SD]
Liczba eplzoldov'v afektywnych po 3.343.9 0 3.542.7 82+4.8
wprowadzeniu litu [£SD]

ER — excellent lithium responders — pacjenci z bardzo dobra reakcja na lit (bez epizodéw afektywnych
w trakcie pobierania litu)

PR — partial lithium responders — pacjenci z czgsciowa reakcja na lit (redukcja epizodow afektywnych
0 50% w trakcie pobierania litu w poréwnaniu z liczba epizodéw przed pobieraniem tego leku)

NR — lithium non-responders — pacjenci nie wykazujacy korzystnego efektu litu (redukcja epizodow afek-
tywnych w trakcie pobierania litu wynosita mniej niz 50% w poréwnaniu z liczba epizodéw przed
pobieraniem weglanu litu)

Jak wynika z tabeli, badane grupy nie réznily si¢ istotnie pod wzgledem wie-
ku, proporcji ptci, obciazenia rodzinnego chorobami psychicznymi, klinicznym
przebiegiem choroby przed leczeniem litem oraz dlugo$cia stosowania litu.
W grupie NR wicgksza byla proporcja mezczyzn, natomiast nieco mniejszy odse-
tek 0so6b z rodzinnym obciazeniem choroba psychicznag w poréwnaniu z pozo-
statymi grupami.

Rozktad genotypéw w badanej grupie pacjentdow byt zgodny z prawem Har-
dy’ego-Weinberga. W tabeli 2 podano rozktad genotypow A/A, A/G, G/G oraz
alleli A i G w grupach pacjentéw wyréznionych pod wzgledem jakosci profilak-
tycznego efektu weglanu litu.

Nie stwierdzono istotnych réznic w czgstosci genotypow w poszczegdlnych
grupach wykazujacych rézna skuteczno$¢ profilaktycznego dziatania weglanu
litu. Dotyczyto to zaré6wno wszystkich pacjentow (p = 0,609), jak rdéwniez osobno
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Tabela 2. Rozklad genotypow i alleli polimorfizmu 1287 A/G genu NET w grupach
pacjentdow z choroba afektywna dwubiegunowa wykazujacych rézna
jakosc¢ efektu profilaktycznego weglanu litu

GENOTYPY ALLELE

A/A A/G G/G A G
ER 1 12 9 14 30

4,5% 54,5% 40,9% 31,8% 68,2%
PR 4 21 23 29 67

8,3% 43,8% 47,9% 30,2% 69,8%
NR 2 6 12 10 30

10% 30% 60% 25,0% 75,0%

Roznica pomigdzy ER vs PR vs NR: p=0,609 dla genotypow, p =0,768 dla alleli

Roznica pomigdzy ER +PR vs NR: p=10,395 dla genotypow, p=0,559 dla alleli.

ER — excellent lithium responders — pacjenci z bardzo dobra reakcja na lit (bez epizodow
afektywnych w trakcie pobierania litu)

PR — partial lithium responders — pacjenci z czg§ciowa reakcja na lit (redukcja epizodow
afektywnych o 50% w trakcie pobierania litu w porownaniu z liczba epizodow przed
pobieraniem tego leku)

NR — lithium non-responders — pacjenci nie wykazujacy korzystnego efektu litu (redukcja
epizodoéw afektywnych w trakcie pobierania litu wynosita mniej niz 50% w porow-
naniu z liczba epizodéw przed pobieraniem weglanu litu)

analizowanej grupy mezczyzn (p =0,120) 1 kobiet (p =0,758). Nie stwierdzono
réwniez istotnych roznic w czgstosci alleli A i G (cala grupa p =0,768, mezczyzni
p=0,146, kobiety p=0,487). Nie znaleziono réwniez statystycznie istotnych
roznic porownujac grupy ER + PR z grupa NR pod wzgledem czgstosci geno-
typow (p =0,395) oraz alleli (p =0,559).

Omowienie

Nasze badanie jest pierwszym, w ktorym badano zalezno$¢ pomigdzy polimor-
fizmem 1287 A/G genu transportera noradrenaliny, a dzialaniem profilaktycznym
weglanu litu w dobrze scharakteryzowanej grupie oséb z choroba afektywna
dwubiegunowa. Od czasu wprowadzenia lekéw przeciwdepresyjnych wybidrczo
dziatajacych na transporter noradrenaliny, takich, jak reboksetyna, nastapit dalszy
wzrost zainteresowania udzialem tej substancji w etiopatogenezie chordb afek-
tywnych. Znalazlo to odzwierciedlenie w badaniach genetyczno-molekularnych,
porownujacych polimorfizmy NET u pacjentéw z chorobami afektywnymi w po-
roOwnaniu z osobami zdrowymi. Hadley i wsp. w 1995 roku badajac pacjentow
z chorobg afektywna dwubiegunowa, nie stwierdzili zwiazku pomigdzy polimor-
fizmem genu transportera noradrenaliny, a tym zaburzeniem (2). Badania Stobera
1 wsp. rowniez nie potwierdzily asocjacji migdzy polimorfizmem Val69lle,
Thr991le, Val2451le, Val449lle, Gly478Ser i 1287 A/G, a choroba afektywna
dwubiegunowa (16). Jonsson i wsp. w 1998 roku wykazali natomiast zalezno$¢
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pomigdzy stezeniem w plynie mézgowo-rdzeniowym 3-metoksy-4-hydroksy-
fenyloglikolu (MHPG), a polimorfizmem transportera noradrenaliny, a ich rezultaty
wskazuja, ze NET wywiera wptyw na metabolizm noradrenaliny w o$Srodkowym
uktadzie nerwowym (3). W poprzednim badaniu klinicznym typu ,,case-control”
wykonanym w naszym osrodku nie stwierdzono zwiazku polimorfizmu 1287 A/G
NET z zaburzeniami afektywnymi dwubiegunowymi (7).

Pewnym ograniczeniem w interpretacji wynikdw naszej pracy byto badanie
tylko jednego polimorfizmu genu transportera noradrenaliny. Uwaza sig rowniez,
ze badany polimorfizm 1287A/G NET nie ma znaczenia funkcjonalnego dla dzia-
fania transportera. Do pelniejszego spojrzenia na zwiazek pomiedzy dzialaniem
profilaktycznym weglanu litu u pacjentéw z choroba afektywna dwubiegunowa,
a transporterem noradrenaliny, celowe wydaje si¢ badanie szeregu polimorficz-
nych wariantow genu NET, w tym takich, ktére maja znaczenie funkcjonalne.
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