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Streszczenie
Zaburzenia neuroprzeka�nictwa noradrenergicznego prawdopodobnie odgrywaj¹ rolê w pato-

genezie choroby afektywnej dwubiegunowej. Celem niniejszej pracy by³o poszukiwanie asocjacji
pomiêdzy polimorfizmem 1287 A/G genu transportera noradrenaliny (norepinephrine transporter
� NET), a profilaktycznym efektem wêglanu litu u osób z chorob¹ afektywn¹ dwubiegunow¹.
Badaniem objêto 90 osób (52 kobiety, 38 mê¿czyzn) z rozpoznaniem choroby afektywnej dwu-
biegunowej. �rednia wieku pacjentów wynosi³a 52 ± 12 lat), a �redni czas leczenia wêglanem litu
wynosi³ 14,6 ± 7,3 lat. Stê¿enie litu w surowicy krwi u tych pacjentów utrzymywa³o siê pomiêdzy
0,5�0,8 mmol/l. Pacjentów podzielono na 3 grupy, w zale¿no�ci od skuteczno�ci profilaktycznego
dzia³ania wêglanu litu: chorzy z bardzo dobr¹ reakcj¹ na leczenie litem (exellent lithium responders),
z czê�ciow¹ reakcj¹ na leczenie litem (partial lithium responders) oraz pacjentów nie wykazuj¹cych
korzystnego efektu litu (lithium non-responders). W badanej grupie nie stwierdzono zale¿no�ci
pomiêdzy jako�ci¹ profilaktycznego dzia³ania wêglanu 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 ± 12 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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Wstêp

W my�l hipotezy katecholaminowej zaburzeñ afektywnych, jedn¹ z przyczyn
depresji jest niedobór noradrenaliny (NA), natomiast nadmiar tego neuroprzeka�-
nika mo¿e wi¹zaæ siê z wyst¹pieniem stanów maniakalnych (14). W badaniach
biochemicznych wykonanych u pacjentów z chorobami afektywnymi obserwo-
wano zmiany stê¿eñ noradrenaliny, nie zawsze jednak zgodne z powy¿sz¹ kon-
cepcj¹. Roy i wsp. (10) stwierdzili podwy¿szony poziom noradrenaliny w osoczu
krwi u osób w trakcie epizodu depresji typu melancholicznego, za� Lake i wsp.
(6) wykazali znacz¹ce podwy¿szenie poziomu noradrenaliny w p³ynie mózgowo-
-rdzeniowym u pacjentów z chorob¹ afektywn¹ jedno- i dwubiegunow¹. Kelly
i wsp. (4) zaobserwowali spadek poziomu NA po terapii elektrowstrz¹sowej,
który korelowa³ z popraw¹ stanu klinicznego. Klimek i wsp. stwierdzili natomiast
obni¿one poziomy transportera noradrenaliny (norepinephrine transporter � NET),
bia³ka odpowiedzialnego za doneuronalny wychwyt zwrotny tego neuroprzeka�-
nika, w mózgu osób z rozpoznaniem depresji, które pope³ni³y samobójstwo (5).

Dzia³anie na uk³ad noradrenergiczny wykazano równie¿ w odniesieniu do jonu
litu, który jest najwa¿niejszym lekiem normotymicznym stosowanym w leczeniu
i profilaktyce choroby afektywnej dwubiegunowej. W badaniach eksperymental-
nych stwierdzono, ¿e lit zwiêksza inaktywacjê NA i zmniejsza dostêpno�æ tego
neuroprzeka�nika na synapsach noradrenergicznych (13). W badaniu klinicznym
stwierdzono wp³yw litu na stê¿enie NA w surowicy krwi oraz na czynno�æ recep-
torów noradrenergicznych alfa2 (8). Efekty te mog¹ mieæ zwi¹zek z farmakolo-
gicznym dzia³aniem litu w chorobie afektywnej dwubiegunowej.

Badania farmakogenetyczne wskazuj¹ na zwi¹zek pomiêdzy jako�ci¹ dzia³a-
nia profilaktycznego wêglanu litu, a polimorfizmem genów dotycz¹cych uk³adów
neuroprzeka�nikowych i sygnalizacji wewn¹trzkomórkowej. W badaniach asocja-
cyjnych, wykonanych równie¿ w naszym o�rodku, stwierdzono zwi¹zek miêdzy
efektem profilaktycznym litu a polimorfizmem genu hydroksylazy tryptofanu (15),
fosfolipazy C (17), transportera serotoniny (11) oraz czynnika neurotrofowego
pochodzenia mózgowego (BDNF) (12).

W niniejszej pracy podjêli�my próbê badania asocjacji pomiêdzy profilaktycz-
nym dzia³aniem wêglanu litu, a polimorfizmem genu transportera noradrenaliny
(NET). Transporter ten jest bia³kiem transb³onowym zale¿nym od jonów Na+

i Cl�. Sk³ada siê z 12 domen, 617 aminokwasów. Gen koduj¹cy NET znajduje siê
na chromosomie 16 (16q12.2) (1, 9).

Metodyka badañ

Pacjenci
Badaniem objêto 90 osób (52 kobiety, 38 mê¿czyzn) z rozpoznaniem cho-

roby afektywnej dwubiegunowej, leczonych w Poradni Przyklinicznej Katedry
Psychiatrii Akademii Medycznej w Poznaniu. �redni wiek pacjentów wynosi³
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52 ± 12 lat. D³ugo�æ leczenia litem wynios³a od 7,3 do 21,9 lat (�rednio 14,6 lat).
Stê¿enie litu w surowicy krwi u tych pacjentów utrzymywa³o siê pomiêdzy
0,5�0,8 mmol/l.

Pacjentów podzielono na 3 grupy, w zale¿no�ci od skuteczno�ci profilaktycz-
nego dzia³ania wêglanu litu:

1. Pacjenci z bardzo dobr¹ reakcj¹ na lit (excellent lithium responders � ER)
� grupa obejmuj¹ca osoby bez epizodów afektywnych w trakcie pobiera-
nia litu;

2. Pacjenci z czê�ciow¹ reakcj¹ na lit (partial lithium responders � PR)
� u których nast¹pi³a redukcja epizodów afektywnych o 50% w trakcie po-
bierania litu w porównaniu z liczb¹ epizodów przed pobieraniem tego leku;

3. Pacjenci nie wykazuj¹cy korzystnego efektu litu (lithium non-responders
� NR) � u których redukcja epizodów afektywnych w trakcie pobierania litu
wynosi³a mniej ni¿ 50% w porównaniu z liczb¹ epizodów przed pobiera-
niem wêglanu litu.

Badania zosta³y zaaprobowane przez Komisjê Bioetyczn¹ Akademii Medycz-
nej w Poznaniu.

Genotypowanie
Polimorfizm genu transportera noradrenaliny analizowano metod¹ PCR � RFLP.

Amplifikacjê polimorficznego fragmentu genu NET wykonano przy u¿yciu star-
terów opisanych przez Jönsson i wsp. (3). Reakcjê PCR przeprowadzono w mie-
szaninie reakcyjnej o objêto�ci 21 µl, która zawiera³a: 100 ng genomowego DNA,
10 pmoli ka¿dego ze starterów (NETF 5'-TCC AGG GAG ACC CTA ATT CC-3'
i NETR 5'-TTG ACT TTA TTG AAA TGC GGC-3'), 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM
Tris-HCl, 50 mM KCl, 0,01% ¿elatyny, 5% formamidu, 10% glicerolu, 1 U poli-
merazy Taq. Zastosowano nastêpuj¹cy profil reakcji PCR: wstêpna denaturacja
przez 2 min. w 95°C; 35 cykli obejmuj¹cych: 30 s w 95°C, 60 s w 56°C, 30 s
w 72°C; koñcowa elongacja � 7 min. w 72°C. Uzyskany produkt PCR o d³ugo�ci
241 par zasad (pz) poddano przez noc analizie restrykcyjnej w temp. 37°C, przy
u¿yciu 0,3 U enzymu Cfr131. W ca³kowitej objêto�ci (10 µl) mieszaniny restryk-
cyjnej produkt reakcji PCR stanowi³ 6,5 µl; u¿yto 1 × stê¿onego buforu R+. Po
analizie restrykcyjnej produkt PCR rozdzielono w 2% ¿elu agarozowym z brom-
kiem etydyny w stê¿eniu docelowym 0,25 µg/ml ¿elu. Genotypy okre�lono na
podstawie wyników rozdzia³u elektroforetycznego. Allel A (nietrawiony) charak-
teryzuje siê obecno�ci¹ fragmentu 97 pz, a allel G (trawiony) obecno�ci¹ frag-
mentów o wielko�ci 76 pz i 21 pz (niewidoczny w ¿elu). Dodatkowo obecne s¹
zawsze pr¹¿ki sta³e o wielko�ci 31 pz i 113 pz (16).

Analiza statystyczna
Analizê zmiennych prowadzono przy zastosowaniu testów P2. Komputerowy

program SPSS (wersja 10) by³ u¿yty do przetwarzania analiz statystycznych.
Zgodno�æ rozk³adu genotypów z prawem Hardy�ego-Weinberga analizowano

przy u¿yciu programu �Utility Programs For Analysis Of Genetic Linkage�
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Wyniki

W�ród badanych znajdowa³y siê 22 osoby (24,4%) bardzo dobrze reaguj¹ce na
leczenie profilaktyczne litem (12 kobiet i 10 mê¿czyzn), 48 osób (53,3%) z grupy
chorych czê�ciowo reaguj¹cych na lit (31 kobiet i 17 mê¿czyzn) oraz 20 osób
(22,2%) z niekorzystnym efektem leczenia profilaktycznego wêglanem litu (9 ko-
biet i 11 mê¿czyzn). Kliniczn¹ charakterystykê tych grup pacjentów przedsta-
wiono w tabeli 1.

Wiek 52,7±11,97 57,8±14,2 53,2±12,2 54,1±8,4

P³eæ [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 rozpoczêcia 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±5,9 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 epizodów afektywnych przed
 6,2±4,1 7,0±3,6 6,0±4,5 5,8±3,9

wprowadzeniem litu [±SD]

Liczba epizodów afektywnych po
3,3±3,9 0 3,5±2,7 8,2±4,8

wprowadzeniu litu [±SD]

Tabela 1. Kliniczna charakterystyka grup pacjentów

Ogó³em
n = 88

ER
n = 22

PR
n = 48

NR
 n = 20

ER � excellent lithium responders � pacjenci z bardzo dobr¹ reakcj¹ na lit (bez epizodów afektywnych
w trakcie pobierania litu)

PR � partial lithium responders � pacjenci z czê�ciow¹ reakcj¹ na lit (redukcja epizodów afektywnych
o 50% w trakcie pobierania litu w porównaniu z liczb¹ epizodów przed pobieraniem tego leku)

NR � lithium non-responders � pacjenci nie wykazuj¹cy korzystnego efektu litu (redukcja epizodów afek-
tywnych w trakcie pobierania litu wynosi³a mniej ni¿ 50% w porównaniu z liczb¹ epizodów przed
pobieraniem wêglanu litu)

Jak wynika z tabeli, badane grupy nie ró¿ni³y siê istotnie pod wzglêdem wie-
ku, proporcji p³ci, obci¹¿enia rodzinnego chorobami psychicznymi, klinicznym
przebiegiem choroby przed leczeniem litem oraz d³ugo�ci¹ stosowania litu.
W grupie NR wiêksza by³a proporcja mê¿czyzn, natomiast nieco mniejszy odse-
tek osób z rodzinnym obci¹¿eniem chorob¹ psychiczn¹ w porównaniu z pozo-
sta³ymi grupami.

Rozk³ad genotypów w badanej grupie pacjentów by³ zgodny z prawem Har-
dy�ego-Weinberga. W tabeli 2 podano rozk³ad genotypów A/A, A/G, G/G oraz
alleli A i G w grupach pacjentów wyró¿nionych pod wzglêdem jako�ci profilak-
tycznego efektu wêglanu litu.

Nie stwierdzono istotnych ró¿nic w czêsto�ci genotypów w poszczególnych
grupach wykazuj¹cych ró¿n¹ skuteczno�æ profilaktycznego dzia³ania wêglanu
litu. Dotyczy³o to zarówno wszystkich pacjentów (p = 0,609), jak równie¿ osobno
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analizowanej grupy mê¿czyzn (p = 0,120) i kobiet (p = 0,758). Nie stwierdzono
równie¿ istotnych ró¿nic w czêsto�ci alleli A i G (ca³a grupa p = 0,768, mê¿czy�ni
p = 0,146, kobiety p = 0,487). Nie znaleziono równie¿ statystycznie istotnych
ró¿nic porównuj¹c grupy ER + PR z grup¹ NR pod wzglêdem czêsto�ci geno-
typów (p = 0,395) oraz alleli (p = 0,559).

Omówienie

Nasze badanie jest pierwszym, w którym badano zale¿no�æ pomiêdzy polimor-
fizmem 1287 A/G genu transportera noradrenaliny, a dzia³aniem profilaktycznym
wêglanu litu w dobrze scharakteryzowanej grupie osób z chorob¹ afektywn¹
dwubiegunow¹. Od czasu wprowadzenia leków przeciwdepresyjnych wybiórczo
dzia³aj¹cych na transporter noradrenaliny, takich, jak reboksetyna, nast¹pi³ dalszy
wzrost zainteresowania udzia³em tej substancji w etiopatogenezie chorób afek-
tywnych. Znalaz³o to odzwierciedlenie w badaniach genetyczno-molekularnych,
porównuj¹cych polimorfizmy NET u pacjentów z chorobami afektywnymi w po-
równaniu z osobami zdrowymi. Hadley i wsp. w 1995 roku badaj¹c pacjentów
z chorob¹ afektywn¹ dwubiegunow¹, nie stwierdzili zwi¹zku pomiêdzy polimor-
fizmem genu transportera noradrenaliny, a tym zaburzeniem (2). Badania Stobera
i wsp. równie¿ nie potwierdzi³y asocjacji miêdzy polimorfizmem Val69Ile,
Thr99Ile, Val245Ile, Val449Ile, Gly478Ser i 1287 A/G, a chorob¹ afektywn¹
dwubiegunow¹ (16). Jönsson i wsp. w 1998 roku wykazali natomiast zale¿no�æ

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%

Tabela 2. Rozk³ad genotypów i alleli polimorfizmu 1287 A/G genu NET w grupach
pacjentów z chorob¹ afektywn¹ dwubiegunow¹ wykazuj¹cych ró¿n¹
jako�æ efektu profilaktycznego wêglanu litu

GENOTYPY ALLELE

A/A A/G G/G A G

Ró¿nica pomiêdzy ER vs PR vs NR: p = 0,609 dla genotypów, p = 0,768 dla alleli
Ró¿nica pomiêdzy ER + PR vs NR: p = 0,395 dla genotypów, p = 0,559 dla alleli.

ER � excellent lithium responders � pacjenci z bardzo dobr¹ reakcj¹ na lit (bez epizodów
afektywnych w trakcie pobierania litu)

PR � partial lithium responders � pacjenci z czê�ciow¹ reakcj¹ na lit (redukcja epizodów
afektywnych o 50% w trakcie pobierania litu w porównaniu z liczb¹ epizodów przed
pobieraniem tego leku)

NR � lithium non-responders � pacjenci nie wykazuj¹cy korzystnego efektu litu (redukcja
epizodów afektywnych w trakcie pobierania litu wynosi³a mniej ni¿ 50% w porów-
naniu z liczb¹ epizodów przed pobieraniem wêglanu litu)
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pomiêdzy stê¿eniem w p³ynie mózgowo-rdzeniowym 3-metoksy-4-hydroksy-
fenyloglikolu (MHPG), a polimorfizmem transportera noradrenaliny, a ich rezultaty
wskazuj¹, ¿e NET wywiera wp³yw na metabolizm noradrenaliny w o�rodkowym
uk³adzie nerwowym (3). W poprzednim badaniu klinicznym typu �case-control�
wykonanym w naszym o�rodku nie stwierdzono zwi¹zku polimorfizmu 1287 A/G
NET z zaburzeniami afektywnymi dwubiegunowymi (7).

Pewnym ograniczeniem w interpretacji wyników naszej pracy by³o badanie
tylko jednego polimorfizmu genu transportera noradrenaliny. Uwa¿a siê równie¿,
¿e badany polimorfizm 1287A/G NET nie ma znaczenia funkcjonalnego dla dzia-
³ania transportera. Do pe³niejszego spojrzenia na zwi¹zek pomiêdzy dzia³aniem
profilaktycznym wêglanu litu u pacjentów z chorob¹ afektywn¹ dwubiegunow¹,
a transporterem noradrenaliny, celowe wydaje siê badanie szeregu polimorficz-
nych wariantów genu NET, w tym takich, które maj¹ znaczenie funkcjonalne.
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