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1. WSTEP

1.1. Choroba afektywna dwubiegunowa — pojecia podstawowe.

Choroba afektywna dwubiegunowa (CHAD) to przewlekte zaburzenie psychiczne, w ktérym
pacjent doswiadcza zaréwno standw depresyjnych jak i maniakalnych/hipomaniakalnych albo tak
zwanych stanéw mieszanych [1, 2]. Cierpi na nig okoto 1-5% oséb ogdlnej populacji [3]. Powaznym
zagrozeniem zwigzanym z CHAD jest wystepowanie u pacjentéw prob samobdjczych. Szacuje sie, ze
okoto 30% chorych podczas ostrych epizodéw choroby wykazuje zachowania samobdjcze, a okoto
20% pacjentéw umiera odbierajgc sobie zycie [3]. Przecietny wiek wystgpienia pierwszego epizodu
choroby dwubiegunowej to mnie niz 30 lat. Zaréwno kobiety jak i mezczyZzni chorujg tak samo czesto
[4].

CHAD niesie ze sobg réwniez powazne skutki ekonomiczno-spoteczne, gdyz towarzyszy jej
obnizona jakos¢ zycia, powstanie niepetnosprawnosci zawodowej, czesto wigze sie z utratg pracy i
powoduje istotny wzrost kosztéw opieki zdrowotne;j [5, 6].

Rozrézniamy kilka podtypdéw zaburzen afektywnych dwubiegunowych w zaleznosci od
przebiegu i nasilenia objawow choroby [2, 4]:

- choroba afektywna dwubiegunowa typ | — w obrazie choroby wystepujg epizody
maniakalne lub stany mieszane ze wspotwystepowaniem psychozy lub bez psychozy, i/lub
duza depresja;

- choroba afektywna dwubiegunowa typ Il — w tym typie epizody hipomaniakalne
wspotwystepujg z duzg depresja, bez manii lub stanéw mieszanych w historii choroby;

- cyklotymia — to wystepowanie hipomanii i objawdéw depresyjnych, ktérych nie mozna
zaliczy¢ do typu Il CHAD, nie wystepuje w tym przypadku epizod duzej depresji;

- pozostate zaburzenia dwubiegunowe — stany nie spetniajgce kryteriow typu | i Il oraz
cyklotymii, przyktadowy obraz przebiegu choroby: objawy maniakalne trwajg mniej niz
tydzien bez psychozy i bez potrzeby hospitalizacji.

Rozpoznanie choroby afektywnej dwubiegunowej i poszczegdlnych epizodéw ustalane s3
wedtug kryteriow diagnostycznych DSM-IV (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders). Kryteria charakterystyczne dla CHAD wedtug DSM-IV zostaty zebrane w czterech tabelach.
Tabela 1 stanowi zbidr charakterystycznych symptomow dla fazy maniakalnej w przebiegu CHAD,
tabela 2 przedstawia kryteria rozpoznanie duzego epizodu depresyjnego, tabela 3 — kryteria

wystgpienia epizodu mieszanego. Natomiast tabela 4 prezentuje kryteria dla zachowan
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hipomaniakalnych. Wzajemne zaleznosci pomiedzy tymi objawami (epizodami) choroby pokazuje
Rycina 1.

Choroba afektywna dwubiegunowa ma podtoze biologiczne. Jej wystepowanie u cztonka rodziny
wigze sie z 4-5ciokrotnym wzrostem ryzyka wystgpienia u krewnego osoby chorej [7]. Obcigzenie
rodzinne tg chorobg wynika z defektu zespotéw gendw. Gtdéwnie sg to geny ktére kodujg
neurotransmitery albo sg w jaki$ sposdb zwigzane z miejscami dziatania lekow normotymicznych. W
tym kontekscie intensywnie badanymi genami sg: gen dla hydroksylazy tyrozynowej (chromosom X)
oraz geny podjednostek biatka G.

Zmiany zachodzgce w modzgach pacjentow z CHAD s3 obserwowane w badaniach
neuroradiologicznych. W badaniach obrazowych wykazano zmiany aktywnosci uktadu limbicznego, a
przy uzyciu MRI obserwowano uszkodzenia neurodegeneracyjne gtdwnie w rejonie trzeciej komory
mozgu. U chorych z CHAD dochodzi rowniez do zaburzen wewnatrzkomérkowej transdukcji sygnatu,
w tym zaburzenia homeostazy wapnia — wykazano ze w trombocytach i limfocytach u chorych jest
wyzsze stezenie wewnatrzkomérkowe jondw wapnia [8]. Zwraca sie rowniez uwage, iz w przypadku
zaburzen dwubiegunowych bodzce zewnetrzne wywierajg mniejszy wptyw na przebieg choroby niz w

przypadku zaburzen jednobiegunowych [8].

Tabela 1. Kryteria DSM-IV dla epizodu maniakalnego [4, 8, 9].

Wyodrebniajacy sie okres nieprawidtowego i stale podwyzszonego lub drazliwego nastroju, trwajacy
przynajmniej 1 tydzien (lub niezaleznie od czasu trwania jezeli pacjent wymaga hospitalizacji).

W trakcie trwania epizodu zaburzen nastroju utrzymujg sie co najmniej trzy sposréd wymienionych nizej
objawdéw (lub cztery gdy wystepuje tylko nastrdj drazliwy) i sg znacznie nasilone.

1 Podwyzszona samoocena lub przekonanie o wtasnej wielkosci.

2 Zmniejszona potrzeba snu.

3 | Wieksza niz zwykle gadatliwos¢ lub przymus mowienia.

4 | Gonitwa mysli lub subiektywne jej uczucie.

5 Rozkojarzenie.

Wozrost aktywnosci ukierunkowanej na okreslony cel (spotecznej, zawodowej, szkolnej, seksualnej)
lub pobudzenie psychoruchowe.

Nadmierne zaangazowanie w czynnosci przynoszace przyjemnosé, ktére moga powodowac przykre
nastepstwa.

7

C | Objawy nie spetniajg kryteriéw rozpoznania standw mieszanych.

Zaburzenie nastroju jest tak powazne, ze powoduje znaczne uposledzenie funkcjonowania zawodowego
D | lub codziennej aktywnosci spotecznej, relacji z innymi osobami bgdz konieczna staje sie hospitalizacja,
ktora ma zapobiec wyrzgdzeniu przez niego szkody sobie lub innym osobom.

Objawy nie sg spowodowane bezposrednim wptywem substancji psychoaktywnych ani ogélnym stanem
zdrowia (np. nadczynnosc¢ tarczycy).
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Tabela 2. Kryteria DSM-IV dla duzego epizodu depresyjnego [4, 7, 9] .

Obecnos¢ pieciu (lub wiecej) sposrdd nastepujgcych objawdw, utrzymujacych sie przez co najmniej 2
A | tygodnie i powodujgcych ograniczenie funkcjonowania - w tym albo obnizenie nastroju (1) albo utrata
zainteresowan i odczuwania przyjemnosci (2).

Obnizenie nastroju przez wiekszos$¢ dnia, niemal codziennie — u dzieci i nastolatkéw moze

! wystepowac nastrdj drazliwy.

) Anhedonia — wyrazne zmniejszenie zainteresowan lub odczuwania przyjemnosci z wykonywania
wszystkich lub niemal wszystkich czynnosci.

3 Znaczaca utrata lub przyrost masy ciata (np. wzrost lub spadek masy ciata o ponad 5% w ciggu

miesigca) lub obnizenie albo wzrost apetytu, wystepujgce niemal kazdego dnia.

4 Bezsennos$¢ lub nadmierna sennosc.

5 Pobudzenie lub spowolnienie psychomotoryczne (zauwazalne dla innych osdb).

6 Meczliwosc lub utrata energii.

7 Poczucie bezwartos$ciowosci lub nieuzasadnione poczucie winy (moze by¢ urojeniowe).

8 | Zmniejszona zdolno$¢ do myslenia lub koncentracji; niezdecydowanie.

9 Nawracajgce mysli o samobdjstwie lub Smierci, wigcznie z prébami samobdjczymi.

B | Objawy nie spetniajg kryteridw dla epizodu mieszanego.

C | Objawy powodujg znaczgce uposledzenie funkcjonowania.

Objawy nie sg skutkiem naduzywania substancji psychoaktywnych, dziatania lekéw ani ogdlnego stanu
somatycznego.

E | Objawdw nie mozna przypisac zatobie po stracie bliskiej osoby.

Tabela 3. Kryteria DSM-IV dla epizodu mieszanego [4, 8, 9].

Spetnione sg kryteria epizodu maniakalnego i epizodu duzej depresji przynajmniej kazdego dnia w
okresie jednego tygodnia.

Zaburzenie nastroju jest tak powazne, ze powoduje znaczne uposledzenie funkcjonowania zawodowego
B | lub codziennej aktywnosci spotecznej, relacji z innymi osobami badz konieczna staje sie hospitalizacja ,
ktora ma zapobiec wyrzgdzeniu przez niego szkody sobie lub innym osobom.

Objawy nie sg spowodowane bezposrednim wptywem substancji psychoaktywnych ani ogélnym stanem
zdrowia (np. nadczynno$é tarczycy)

10
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Tabela 4. Kryteria DSM-IV dla epizodu hipomaniakalnego [4, 8, 9].

A Wyodrebniajgcy sie okres nieprawidtowego i stale podwyzszonego lub drazliwego nastroju, trwajacy
przynajmniej 4 dni.

B W trakcie trwania epizodu zaburzen nastroju utrzymuja sie co najmniej trzy sposréd wymienionych nizej
objawoéw (lub cztery gdy wystepuje tylko nastrdj drazliwy) i sg znacznie nasilone.
1 Podwyzszona samoocena lub przekonanie o wtasnej wielkosci.
2 | Zmniejszona potrzeba snu.
3 | Wieksza niz zwykle gadatliwos¢ lub przymus méwienia.
4 | Gonitwa mysli lub subiektywne jej uczucie.
5 Rozkojarzenie.
6 Wozrost aktywnosci ukierunkowanej na okreslony cel (spotecznej, zawodowej, szkolnej, seksualnej)

lub pobudzenie psychoruchowe.
7 Nadmierne zaangazowanie w czynnosci przynoszace przyjemnosé, ktére moga powodowac przykre
nastepstwa.

c Epizod charakteryzuje sie wyrazng zmiang w funkcjonowaniu — nie typowg dla osoby z okresu
bezobjawowego

D | Zaburzenie nastroju i zmiana w funkcjonowaniu jest zauwazalna dla innych.
Zaburzenie nastroju nie jest tak powazne, aby powodowacé zaburzenia w aktywnosci spotecznej i

E | funkcjonowaniu zawodowym lub stwarzac koniecznos¢ hospitalizacji, nie wystepujg tez cechy
psychotyczne

F Objawy nie sg spowodowane bezposrednim wptywem substancji psychoaktywnych ani ogélnym stanem
zdrowia (np. nadczynnos¢ tarczycy).

Epizod mahiakalny

Hipomania

A
Y

MNastroj
prawidiowy

Epizod depresyjny

Rycina 1. Schemat zaleznosci poszczegdlnych epizodéw choroby afektywnej dwubiegunowej od

nasilenia objawéw w poréwnaniu do poziomu nastroju prawidtowego.

11
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1.2. Leki normotymiczne w leczeniu choroby afektywnej dwubiegunowej.

Leki normotymiczne to leki, ktdre stabilizujg nastrdj, czyli zapobiegajg zaréwno objawom manii
jak i depresji. Dtugotrwate przyjmowanie tych lekéw pomaga zapobiega¢ zmianom nastroju i
redukuje wystepowanie ostrych epizodéw CHAD. Do najpowszechniej stosowanych lekow
normotymicznych naleza: sole litu, kwas walproinowy, lamotrygina, karbamazepina oraz atypowe
leki przeciwpsychotyczne — olanzapina, rispolept, kwetiapina [10]. W prezentowanej pracy omdéwione

zostanie dziatanie soli litu oraz kwasu walproinowego.

1.2.1. Sole litu — mechanizmy dziatania.

Weglan litu, ktdrego wzdr przedstawiony jest na rycinie 2, jest najczesciej uzywanym
normotymikiem pierwszego rzutu. Stosuje sie go z powodzeniem od okoto 50 lat przy leczeniu CHAD
— zaréwno jej fazy depresyjnej jak i maniakalnej [11]. Wydaje sie, ze weglan litu dziata na wiele
réznych proceséw metabolicznych organizmu, ale mechanizmy jego dziatania nie sg do korica dobrze

poznane.

Weglan litu

Li,CO,

Rycina 2. Wzér strukturalny i sumaryczny weglanu litu.

Jednym z celdw dziatania jondéw litu jest regulacja procesu apoptozy oraz dziatanie
cytoprotekcyjne [12]. Trzema kluczowymi biatkami w procesie apoptozy s3: biatko antyapoptotyczne
Bcl-2, oraz biatka proapoptotyczne Bax i p53 (ang. tumor suppressor p53). Efektem dziatania litu jest
wzrost poziomu Bcl-2 w komérce przy jednoczesnym spadku stezenia biatek proapoptotycznych (Ryc.

3). Ponadto, sole litu dziatajg hamujgco na proces aktywacji kaspazy-3 [13, 14].
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Rycina 3. Wptyw jondw litu na biatka biorgce udziat w procesie degeneracji i apoptozy oraz biatka Bcl-

2 odpowiedzialnego za wzrost i rozwdéj komorek.

Lit bierze udziat w réznych procesach regulacji sygnalizacji komérkowej. Wptywa na miedzy
innymy na monofosfataze inozytolu — jony litu powodujg hamowanie dziatania polifosfatazy
inozytolu (ang. inositol polyphosphatase, IPP) oraz monofosfatazy inozytolu (ang. inositol
monophosphatase, IMP) (Ryc. 4). Wynikiem tego jest gromadzenie sie monofosforanu inozytolu (ang.
inositol monophosphate, IP) i redukcja inozytolu oraz, co za tym idzie, wtérne obnizenie stezen
drugorzedowych  przekaznikéw, jakimi sg trifosfoinozytolu (ang. inositol triphosphate, 1P3) i
diacylogricerol (DAG). Wptywajac na ten szlak sygnalizacji komérkowej sole litu posrednio regulujag
ilo$¢ jondw wapnia Ca** w komarce. Jony litu blokuja réwniez przeptyw do wnetrza komérki inozytolu
poprzez transporter SMIT (ang. sodium-myo-inositol co-transporter), ktory jest sprzezony z biatkami
G, czego efektem jest spadek ilosci inozytolu przechodzgcego do wnetrza komorki [15, 16].

Ponadto jony litu wptywajg tez na Sciezke sygnalizacji z udziatem kinazy 3 syntazy glikogenu
(ang. glycogen synthase kinase-3, GSK-3) (Ryc. 5). GSK-3 w potgczeniu z biatkiem Axin fosforyluje [-
katenine, ktéra jest degradowana, czego efektem jest zahamowanie ekspresji gendw docelowych
[17]. Sole litu, podobnie jak biatko Wnt hamujg dziatanie GSK-3, czego efektem jest akumulacja -
kateniny, ktéra wodwczas aktywuje transkrypcje gendw docelowych, zaleznych od czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny TCF (ang. T-cell factor-1) / LEF (ang. lymphoid enhancer element). W ten
sposdb sciezka z udziatem GSK-3, jak i jony litu mogg kontrolowaé¢ wiele waznych procesow w
komérce np. procesy embriogenezy, apoptozy i proliferacji réznych komérek jednym z efektéw jest

miedzy innymi aktywacja transkrypcji genéw kodujgcych Bcl-2 [17].
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Rycina 4. Wptyw jondw litu na procesy sygnalizacji komdérkowej na przyktadzie przemian
inozytolu w komoérce.
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Rycina 5. Wptyw jondw litu na $ciezke z udziatem GSK-3.
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Lit wptywa tez na regulacje transdukcji sygnatu wewngtrzkomoérkowego z udziatem kinaz
biatkowych C (ang. protein kinase C, PKC). Lit powoduje gromadzenie sie w wewnetrznej warstwie
lipidowej komdrki DAG, co prowadzi to do aktywacji PKC [18]. ktéra wpltywa miedzy innymi na
ufosforylowanie réznych biatek cytoplazmatycznych, np. GAP-43 (ang. growth associated protein 43)
oraz MARCKS (ang. myristoylated alanine-rich C-kinase substrate) przez co miedzy innymi bierze
udziat w regulacji neuroplastycznosci czyli proceséw adaptacji tkanki nerwowej zaréwno w
kontekscie neurochemicznym jak i zmian w morfologii komadrek [18, 19].

Ponadto, sole litu regulujg tez komunikacje miedzy neuronami; wykazano, ze pod wptywem
litu dochodzi do wzrostu stezenia receptoréw dla kwasu y-aminomastowy (GABA) w hipokampie,
czego efektem jest hiperpolaryzacja btony postsynaptycznej [20]. Regulujg tez wychwytywanie
zwrotne glutaminianu, jednego z giéwnych neuroprzekaznikéw pobudzajacych. Przewlekte
przyjmowanie przez pacjentéw z CHAD zwigzkdw litu podwyzsza wychwyt zwrotny glutaminianu w
synapsie [21].

Lit kontroluje tez produkcje cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP), ktory jest réwniez
drugorzedowym przekaznikiem biorgcy udziat w transdukcji sygnatu wewngatrz komarki, petnigc przez
to istotne funkcje w wielu procesach biologicznych [22]. cAMP powstaje pod wptywem cyklazy
adenylowej, na ktdrg z kolei dziata podjednostka biatka G odtgczajaca sie od receptora po zwigzaniu
np. z hormonem. W przypadku aktywacji biatka receptorowego stymulujgcego (G;) dochodzi do
wzrostu cAMP, w przypadku inhibitorowego (G;) — do spadku cAMP w komérce. Jony litu hamuja
przytaczanie sie podjednostki biatka G do cyklazy w ten sposdéb w rdzny sposdb regulujg stezenia
cAMP [22, 23]. Schemat dziatania litu na cyklaze adenylowg i powstawanie cAMP zostat

przedstawiony na rycinie 6.

CYKLAZA
ADENYLOWA

ATP
cAMP

Rycina 6. Wptyw litu na powstawanie cAMP poprzez hamowanie biatek G (G; — inhibitorowa forma

biatka G, G, — stymulujgca forma biatka G).
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1.2.2. Kwas walproinowy — mechanizmy dziatania.

Kwas walproinowy (ang. valproic acid, VPA), inaczej kwas 2-propylooctowy jest organicznym
zwigzkiem chemicznym bedacym rozgatezionym nasyconym kwasem monokarboksylowym (Ryc. 7).
Poczatkowo znalazt zastosowanie jako lek przeciwpadaczkowy, jednak z czasem jego zastosowanie

poszerzyto sie rowniez o dziatanie normotymiczne w leczeniu CHAD [24].

Kwas walproinowy

O

HO

CgH460,

Rycina 7. Wzér strukturalny i sumaryczny kwasu walproinowego.

Mechanizm dziatania kwasu walproinowego, podobnie jak w przypadku weglanu litu, jest
ztozony i dotyczy wielu réznych proceséw zachodzacych w komérkach. Kwas walproinowy wptywa
miedzy innymi na zmiany w stezeniach neurotransmiteréw, przede wszystkim GABA [25]. VPA
zapobiega degradacji GABA poprzez hamowanie transaminazy GABA-ketoglutaranu i zwiekszenie
ilos¢ dekarboksylazy kwasu glutaminowego, enzymu potrzebnego do jego syntezy [25].
Réwnoczesnie stwierdzono, ze kwas walproinowy powoduje zwiekszenie gestosci oraz wrazliwosci
receptorow GABA [26]. Lek ten ponadto wptywa na synteze serotoniny poprzez zwiekszenie ilosci
wolnego L-tryptofanu oraz przyspieszenie eliminacji dopaminy w réznych partiach mézgu [26].

Kwas walproinowy wptywa tez na kanaty napieciowo zaleine, czyli kanaty transbtonowe
wybidrcze dla danego jonu i reagujgce na zmiany napiecia elektrycznego. Do kanatéw napieciowo-
zaleznych zaliczamy kanaty sodowe (Na*), potasowe (K*) i wapniowe (Ca®*). VPA blokuje naptyw
jonéw Na*do wnetrza komorki, nasilajac réwnoczeénie wyptyw jonédw K™ w ten sposdb przyspieszajgc
proces repolaryzacji komorki [26]. Kwas walproinowy powoduje réwniez blokade kanatéw
wapniowych [26].

Wykazano tez, ze VPA ostabia sygnaty zalezne od receptoréw kwasu N-metylo-D-
asparaginowego (NMDA), ktore odgrywa znaczgcg role w funkcjonowaniu mézgu [26]. NMDA jest
odpowiedzialny miedzy innymi za jego rozwdj, uczenie sie i pamiec. Receptory te bramkowane mogg

by¢ zaréwno przez ligand jak i napiecie; s3 tez przepuszczalne dla jonéw Na*, K*, Ca**. Odgrywaja one
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role w procesach patologicznych, takich jak np. epilepsja [27] a pierwotne zastosowanie VPA zalazt
wtasnie w leczeniu tej choroby.

Ponadto, kwas walproinowy bierze, podobnie jak weglan litu, udziat w regulacji metabolizmu
inozytolu. Hamuje dziatanie syntazy inozytolu, ktdra bierze udziat w powstawaniu monofosforanu
inozytolu z glukozo-6-fosforanu, powodujgc spadek poziomu komérkowego inozytolu [15]. VPA,
podobnie jak lit, wptywa tez hamujaco na transporter SMIT (ang. sodium-myo-inositol co-
transporter), czego efektem jest zahamowanie naptywu do komarki inozytolu zewngtrzkomoérkowego
[15]. Wptywajac na przemiane inozytolu kwas walproinowy powoduje spadek poziomu DAG tym
samym hamujac aktywnos¢ PKC i fosforylacje MARCKS (ang. myristoylated alanine-rich C-kinase
substrate), czyli jest to efekt odwrotny do dziatania litu [28].

Kwas walproinowy jest réwniez inhibitorem deacetylazy histonowej (ang. histone deacetylase,
HDAC), przez co rosnie zainteresowanie jego uzyciem przy wspomaganiu terapii nowotworoéw litych
oraz hematologicznych [29]; jako inhibitor HDAC, VPA hamuje przebieg cyklu komérkowego[29].

VPA, podobnie jak weglan litu, wptywa na sSciezke sygnalizacji z udziatem GSK-3, czego efektem
jest stymulacja B-kateniny [28]. Reguluje réwniez Sciezke z udziatem ERK (ang. extracellular signal-
regulated kinases) /MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases), ktora wptywa na transkrypcje
kilku waznych czynnikéw transrypcyjnych, jak CREB (ang. cAMP response element-binding protein)
oraz Ap-1 (ang. activator protein 1). Dzieki temu odgrywa wazng role w utrzymaniu plastycznosci

synaptycznej [28].

1.3. Powiazanie pomiedzy uktadem nerwowym, endokrynnym a immunologicznym.

Psychoneuroimmunologia to interdyscyplinarna gatagz nauk biomedycznych, ktérej poczatki
notuje sie na lata 80-te XX wieku [30]. Zajmuje sie ona badaniem wzajemnych powigzan trzech
gtéwnych uktadéw: nerwowego, endokrynnego i immunologicznego (Ryc. 8) oraz ich interakcji z
psychika (gtdwnie stresem i jego konsekwencjami) [30].

Zdolnos¢ wspodlnego porozumiewania sie uktadéw nerwowego, endokrynnego oraz
immunologicznego sprawia, ze dzieki produkcji przez te uktady réznych chemicznych mediatoréow
oraz obecnosci receptoréw dla nich, uktady te komunikujg sie ze sobg i stojg na strazy homeostazy

catego organizmu [31, 32].
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Rycina 8. Schemat wzajemnych zaleznosci pomiedzy uktadami: nerwowym, endokrynnym i

immunologicznym.

Uktad nerwowy, odpornosciowy i hormonalny porozumiewajg sie na trzy gtiéwne sposoby
[33]:

- poprzez unerwienie tkanek limfoidalnych;

- poprzez dziatanie hormondéw na komadrki uktadu immunologicznego;

- poprzez produkcje cytokin i ich wptyw na uktad nerwowy [34].

1.3.1. Unerwienie tkanek limfoidalnych.

Autonomiczny ukfad nerwowy unerwia bezposrednio wiekszo$¢ tkanek limfoidalnych;
limfocyty i makrofagi majg na swojej powierzchni receptory dla neurotransmiteréw produkowanych
przez komorki nerwowe; sg to receptory noradrenergiczne, cholinergiczne i peptydergiczne [34].
Komérki te tworzg przez to ,synapsy neuroimmunologiczne”. Komunikacja miedzy uktadem
nerwowym a immunologicznym jest oczywiscie obustronna [34].

Rozpoznawanymi przez limfocyty chemicznymi mediatorami uwalnianymi przez komorki
nerwowe, sg np. noradrenalina, dopamina, adrenalina, GABA, acetylocholina, i peptydy (substancja

P, naczynioruchowy peptyd jelitowy, somatostatyna, neuropeptyd Y) [34, 35].
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Noradrenalina dziata na komdrki ukfadu odpornosciowego poprzez receptory
[,-adrenergiczne zmniejszajgc miedzy innymi proliferacje limfocytéw T oraz produkcje interleukiny 2
(IL-2) oraz czynnika martwicy guza (ang. tumor necrosis factor, TNF-a) [35]. Noradrenalina hamuje
podziaty tymocytéw, prekursoréw limfocytéw T, oraz zwieksza ekspresje antygendw
powierzchniowych istotnych w procesie dojrzewania tych komérek [35, 36]. Badania potwierdzaja, ze
stymulacja receptoréw [,-adrenergicznych powoduje spadek stymulowanej mitogenem lub
monoklonalnym przeciwciatem anty-CD3 proliferacji pomocniczych limfocytéw T CD4" (ang. helper T
cell, Ty) in vitro [37]. Noradrenalina powoduje tez zahamowanie procesu aktywacji naiwnych
cytotoksycznych limfocytéw T CD8" (and. cytotoxic T cell, T.) przy jednoczesnej stymulacji ich migraciji
[38].

Noradrenalina ma wptywa tez na aktywnos¢ cytotoksyczng komdrek NK (ang. natural killers),
miedzy innymi poprzez hamowanie ich dojrzewania oraz réznicowania czy rozpoznawania komarek
docelowych [39]. Zmniejsza tez produkcje réznych cytokin, np. TNF-a, interferonu-y (IFN-y) oraz
czynnika stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (ang. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor) GM-CSF [40], w ten sposdb uposledzajgc naturalng odpornosé komdrkowsa.

Kwas y-aminomastowy (GABA) zmniejsza proliferacje limfocytéw T in vitro [41], co jest
najprawdopodobniej wynikiem obnizenia produkcji IL-2 pod wptywem tego mediatora [42].

Substancja P, zaliczana do gtéwnych neurotransmiteréw organizmu, stymuluje proliferacje
limfocytéw T oraz produkcje immunoglobulin przez limfocyty B [38]. Ponadto, substancja P zwieksza
tez produkcje IL-2 przez limfocyty, oraz IL-1 i TNF-aprzez makrofagi i neutrofile [35]. Substancji P
przypisuje sie réowniez zmniejszenie aktywnosci migracyjnej stymulowanych limfocytéw T CD8" a
zwiekszenie w przypadku komérek nieaktywowanych [38].

Naczynioruchowy peptyd jelitowy (ang. vasoactive intestinal peptide, VIP) jest
neuropeptydem o dziataniu plejotropowym, petnigcym funkcje neuroprzekaznika i neuromodulatora
[43]. Wptywa na zachowanie homeostazy ustrojowej regulujgc funkcjonowanie ukfadu
immunologicznego; dziata przeciwzapalnie, cytoprotekcyjnie oraz immunomodulacyjnie [43]. VIP
hamuje apoptoze dojrzatych limfocytéw stymulowanych antygenem oraz cytotoksyczne dziatania
limfocytéw T CD8". Hamuje tez ekspresje antygenu CD95L (FasL) na limfocytach, czego efektem jest
mniejsza podatnos$¢ na apoptoze [44, 45]. VIP zmniejsza tez wydzielanie IL-7, przez co wptywa miedzy
innymi hamujgco na proces rdznicowania sie limfocytow B w szpiku [46]. Ponadto, VIP hamuje
synteze cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-6) przez makrofagi a takze proces fagocytozy oraz nasila

uwalnianie IL-10; w ten sposdb zapobiega niekontrolowanemu rozwojowi reakcji zapalnej [47, 48].
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1.3.2. Wptyw hormondéw na komérki uktadu immunologicznego.

Uktad hormonalny moze posredniczy¢ w oddziatywaniu uktadu nerwowego na funkcje
komoérek uktadu odpornosciowego, w ten sposdb utrzymujgc homeostaze organizmu. Najczesciej
wymienianym powigzaniem pomiedzy uktadem nerwowym a endokrynnym, majgcym ostatecznie
wptyw takze na uktad immunologiczny, jest o$ podwzgdrze-przysadka-nadnercza. Kortykosteroidy
produkowane przez kore nadnerczy wywierajg silne dziatanie przeciwzapalne; miedzy innymi
indukujg proces apoptozy (programowanej Smierci komérkowej) limfocytéw, hamujg uwalnianie
cytokin prozapalnych, zwiekszajg tez stezenie antyzapalnej IL-10 [49]. Za gtdwny hormon stresu
uwazany jest kortyzol, ktéry jest odpowiedzialny za zmniejszenie aktywnosci komdrek NK w stresie,
zmiany w proporcjach poszczegdlnych populacji limfocytdw oraz zmniejszenie produkcji przeciwciat
[49]. Uwaza sie, ze zmiany te sg odpowiedzialne za obserwowane w warunkach stresu zaburzenia

odpowiedzi na szczepienia oraz wzmozong progresje zmian nowotworowych [50].

1.3.3. Rola cytokin i ich wptyw na komoérki uktadu nerwowego.

Cytokiny stanowig zréznicowang grupe biatek dziatajgcych jako czgsteczki sygnalizacyjne
pomiedzy komdrkami i regulujg dziatanie uktadu odpornosciowego. Odgrywajg one znaczgcg role w
mediowaniu procesu zapalenia oraz regulacji odpowiedzi immunologicznej [35]. Niektdre z nich biorg
tez udziat w hematopoezie (np. IL-3 czy IL-5). Cytokiny stanowig istotny element odpowiedzi
organizmu na uszkodzenia i zakazenia. W uktadzie odpornosciowym petnig one analogiczng funkcje
co hormony w uktadzie endokrynnym, stagd okreslane sg czasem mianem ,hormondéw ukfadu
odpornosciowego” [35]. Dwoma najwazniejszymi cechami cytokin jest plejotropia oraz redundancja
(termin oznaczajacy, ze rdine cytokiny mogg petni¢ podobng funkcje). Dziatanie cytokin czesto
przebiega w formie kaskady, tj. indukcja wczesnych cytokin prowadzi do zwiekszenia produkcji tzw.
cytokin péznych 35, 51].

Cytokiny mozemy podzieli¢ ze wzgledu na ich wtasciwosci na trzy grupy [51]:

- cytokiny o dziataniu prozapalnym, (np. IL-1, IL-2, IL-17A, TNF-o, IFN), ktore inicjujg i
podtrzymujg miejscowy stan zapalny oraz pomagajg w eliminacji patogendw;

- cytokiny o dziaftaniu przeciwzapalnym (np. IL-4, IL-10, IL-13), ktére zmniejszajg odpowiedz
zapalng poprzez obnizanie poziomu cytokin prozapalnych, przyktadowo, IL-10 blokuje
produkcje cytokin zapalnych przez limfocyty T;

- cytokiny wykazujgce zaréwno dziatanie prozapalne jak i przeciwzapalne, do ktérych

zaliczane sg np. IL-6 czy IL-8 (IL-8 jest chemoking, ktdra bierze udziat w rekrutacji
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neutrofildw do miejsc, gdzie toczy sie proces zapalny, ale w krwioobiegu wysokie poziomy

tej cytokiny powodujg zmniejszenie migracji neutrofili do miejsc zapalnych).

Poczatkowo sadzono, ze cytokiny sg produkowane jedynie przez komorki uktadu
immunologicznego. Okazuje sie jednak, ze zdolno$¢ do ich syntetyzowania posiadajg rowniez
keratynocyty, miocyty i fibroblasty a takze komérki uktadu nerwowego (neurony i komoérki glejowe),
ktore produkujg cytokiny pod wptywem bodzcéw zaréwno obwodowych jak i osrodkowych [52].
Cytokiny przedostajg sie do uktadu nerwowego pomimo istnienia bariery krew-mazg, co jest mozliwe
miedzy innymi dzieki istnieniu transportu utatwionego, a takze w miejscach pozbawionych bariery
krew-modzg lub krew-ptyn mdzgowy rdzeniowy [51, 52]. Wiele cytokin jest takze syntetyzowanych i
uwalnianych w osrodkowym ukfadzie nerwowym (OUN). Stwierdzono, ze IL-1 jest obecna w
hipokampie oraz w niektérych strukturach podwzgdrza, takich jak jadro przykomorowe oraz
tukowate [51]. W mdzgu znajduja sie rowniez receptory dla wielu cytokin [51].

Ponizej przedstawiono przyktady efektéw dziatania niektérych cytokin na funkcje uktadu
nerwowego.

IL-1 jest to cytoking o charakterze prozapalnym, ktéra wykazuje tez znaczne dziatanie
psychotropowe [35, 51]. Bierze udziat w powstaniu goraczki i utraty apetytu, ktére towarzyszg
stanom zapalnym. Jest produkowana gtéwnie przez monocyty/makrofagi, jednak zdolno$¢ do jej
produkcji posiadajg réwniez limfocyty, srodbtonek, keratynocyty, a w uktadzie nerwowym réwniez
astrocyty i komorki mikrogleju [35, 51]. Astrocyty, pobudzone przez IL-1, produkujg czynnik
stymulujacy kolonie (ang. colony-stimulating factor, CSF), TNF oraz IL-6 [51]. Z kolei, podawanie IL-1
prowadzi do wzrostu poziomu kortykoliberyny (ang. corticotropin-releasing hormone, CRH), a w
konsekwencji kortykotropiny (ang. adrenocorticotropic hormone, ACTH) i kortykosteroidéw [51].
Cytokina ta zaliczana jest rdwniez do substancji chemicznych regulujgcych proces snu i czuwania.
Wzrost stezenia IL-1 zaobserwowano u pacjentdw z depresjg, zaréwno w surowicy, jak i w badaniach
in vitro [32, 51].

Ponadto, IL-1 stymuluje apoptoze neuronéw [53]. W badaniach na gryzoniach wykazano, ze
cytokina ta wywotuje zachowania depresyjne oraz wykazuje dziatanie anty-neurogenne [53]. W
badaniach nad chorobg Parkinsona, w modelu zwierzecym wykazano, ze przewlekta ekspresja IL-13
powoduje $mier¢ neuronéw dopaminergicznych [54]. W innych badaniach wykazano, ze
ogoélnoustrojowe podawanie IL-1 szczurom prowadzi do zwiekszenia poziomu dopaminy,
noradrenaliny oraz 5-hydroksytryptaminy (serotoniny) w jadrach podwzgérza oraz hipokampie [55].

IL-17A zaliczana jest do silnych cytokin prozapalnych produkowanych przez limfocyty T

tzw.Th17 w poczatkowych fazach odpowiedzi immunologicznej [56]. Petni ona wazing role w
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reakcjach skierowanych przeciwko bakteriom oraz grzybom, gdyz pod jej wptywem dochodzi do
mobilizacji neutrofili [56]. Odgrywa ona réwniez wazng role w przebiegu chordb
autoimmunologicznych wptywajac miedzy innymi na strukture i funkcje uktadu nerwowego. W
wyniku pojawienia sie stanu zapalnego w mdzgu dochodzi do przenikania przez bariere krew-madzg
limfocytéw, ktore produkujg IL-17A, co dodatkowo zwieksza przepuszczalnos¢ bariery i dalszg
aktywacje limfocytéw T [57]. Pod wptywem IL-17A dochodzi do uwalniania biatka chemotaktycznego
dla monocytéw, rekrutacji makrofagdéw oraz wzrostu produkcji reaktywnych form tlenu. Jest ona nie
tylko uwalniana przez limfocyty T, ale takze komorki mikrogleju. Jej ekspresje zaobserwowano w
korze mdzgowej, hipokampie oraz w rdzeniu kregowym [56, 57].

TNF-a jest jedna z najwazniejszych cytokin zaliczanych do grupy cytokin prozapalnych. U
pacjentéw chorych na chorobe Alzheimera wykazano, ze jej stezenie wzrasta, zaréwno w surowicy,
jak i ekstraktach tkanki mézgowej pacjentéw [51, 58]. TNF-a. jest podawany osobom leczonym na
niektére typy nowotwordw; u pacjentéw tych czesto obserwuje sie wystepowanie neurologicznych
objawdéw ubocznych takich jak: anoreksja, nudnosci, béle gtowy czy zmeczenie [51].

Z kolei, IL-10 wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne, co wykazano w doswiadczeniach na mézgu
szczuréw [53]. Hamuje ona indukowang lipopolisacharydem (LPS) apoptoze komdrek mikrogleju i
rownoczesnie zmniejsza wytwarzanie TNF-o przez te komorki [53]. Stwierdzono, ze leki
przeciwdepresyjne nalezgce do rdéznych grup (inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny, leki
tréjpierscieniowe oraz heterocykliczne) stymulujg wydzielanie IL-10 i zmniejszajg stosunek IFNy/IL-10
[59].

IL-6, cytokina o dziataniu prozapalnym, jak i antyzapalnym, aktywuje o$ podwzgdrze-
przysadka-nadnercza zwiekszajgc tym samym stezenie kortykosteroidéw [55]. Wykazano, ze IL-6
zwieksza tez neurotransmisje serotoninergiczng w hipokampie mdézgu szczura oraz w korze czotowej
jednoczesnie zmniejszajgc stezenie dopaminy [55]. Wzrost stezenia IL-6 obserwowany jest u
pacjentéw z depresjg oraz chorych na chorobe Alzheimera; w tej ostatniej IL-6 zwieksza synteze

prekursoréw amyloidu [51, 58].

1.4. Zaburzenia immunologiczne w chorobie afektywnej dwubiegunowej.

U pacjentéw z CHAD obserwuje sie zaktécenie pracy uktadu odpornosciowego przejawiajgce
sie miedzy innymi zwiekszonym wystepowaniem w tej grupie chorych nowotwordéw czy choréb
autoimmunizacyjnych [60]. Nieznane jest jednak doktadnie podtoze zaburzeh uktadu

immunologicznego.
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Zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego w CHAD majg swoje odzwierciedlenie
miedzy innymi w ekspresji antygendw powierzchniowych limfocytéw. Antygeny te nie tylko
pozwalajg na wyrdznienie réznych ich populacji, ale majg tez wptyw na proliferacje a takze podatnosé
na apoptoze [35]. Poniewaz choroby psychiczne zaburzajg homeostaze organizmu, moze miec to
wptyw na fenotyp limfocytéw. | tak, u pacjentéw z CHAD stwierdza sie wzrost odsetka limfocytéow T
charakteryzujgcych sie obecnoscig antygenu CD25 (ang. cluster of differentiation 25) [61], ktéry
stanowi podjednostke alfa receptora dla interleukiny 2 (IL-2R), obecnego miedzy innymi na
aktywowanych limfocytach T i B [61]. Antygen CD25 nasila aktywnos¢ proliferacyjng stymulowanego
limfocytu w obecnosci IL-2. Pacjenci ci charakteryzujg sie tez wiekszym odsetkiem komérek CD71"
[61]; CD71 jest receptorem trasferynowym odpowiedzialnym za transport Zzelaza do wnetrza
komoérek [35]. Wyniki te sugerujg, ze w przebiegu CHAD moze dochodzi¢ do aktywacji limfocytow T.

U pacjentdw z CHAD znajdujgcych sie w fazie maniakalnej obserwuje sie ponadto wzrost
rozpuszczalnego receptora dla IL-2 (ang. soluble IL-2 receptor, sIL-2R) [62]. Z tego tez wzgledu
sugeruje sie, ze stan uktadu immunologicznego moze byé zalezny od fazy choroby. W fazie
maniakalnej wykazano wzrost stezenia cytokin takich jak IL-2, IL-4, IL-6 w pordwnaniu z osobami
zdrowymi. Z kolei, w fazie depresyjnej wzrastat jedynie poziom IL-6 [63]. Inne badania wykazaty
rowniez spadek produkcji INF-y u 0oséb chorych z CHAD [63].

Jak mozna zauwazy¢, nie ma doktadnych badan, ktére by oceniaty funkcjonowanie limfocytéw
w przebiegu CHAD, w szczegdlnosci ich zdolnos$¢ do proliferacji oraz podatnos$¢ na apoptoze. O ile
proliferacja limfocytow jest kluczowa dla prawidtowej odpowiedzi uktadu odpornosciowego na obce
antygeny, z ktérymi organizm ma do czynienia, to apoptoza ma istotne znaczenie dla ograniczenia

procesu zapalnego.
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1.5. Znaczenie procesu apoptozy w chorobie afektywnej dwubiegunowe;.

1.5.1. Apoptoza - pojecia podstawowe.

Terminu ,,apoptoza” jako pierwsi uzyli Kerr, Wyllie oraz Currie w roku 1972 opisujgc proces
Smierci komorki, ktéry jest zaprogramowang genetycznie sekwencjg przemian morfologicznych i
biochemicznych [64]. Apoptoza jest procesem fizjologicznym i stuzy eliminacji komédrek bez
wywotywanie reakcji zapalnej. Zachowanie réwnowagi pomiedzy apoptozg a proliferacjg komérek
gwarantuje tez utrzymanie homeostazy organizmu [64]. Jedng z gtdwnych rdl apoptozy jest
uczestniczenie w procesach morfogenezy w trakcie rozwoju zarodkowego oraz stanowi ona
mechanizm pozbywania sie komdrek uszkodzonych lub zbytecznych [51, 52].

Proces apoptozy ma charakter wieloetapowy i jest zwigzany ze zmianami morfologicznymi
komoérek, ktére w konsekwencji prowadzg do tworzenia sie ciatek apoptotycznych zawierajgcych
fragmenty jadra komodrkowego, cytoplazmy z organellami komodrkowymi. Ciatka apoptotyczne
nastepnie sg fagocytowane przez makrofagi, ktdry rozpoznajg je dzieki obecnej w zewnetrznej
monowarstwie btony komérkowej fosfatydyloserynie [65, 66, 67].

Do aktywacji apoptozy moze dochodzi¢ dzieki aktywacji tzw. szlaku zewnetrznego lub
wewnetrznego apoptozy.

Zewnetrzny szlak apoptozy jest aktywowany dzieki oddziatywaniu pomiedzy receptorami
btonowymi (tzw. receptory $mierci) zaliczanymi do rodziny receptoréw czynnika martwicy guza
(TNF), miedzy innymi TNFR1, TNFR2, Fas (CD95) a ich ligandami, np. TNF-a, FasL (CD95L) [68].
Receptory Smierci charakteryzujg sie obecnoscig zewnatrzkomoérkowej domeny bogatej w cysteine.
Ich domeny wewnatrzcytoplazmatyczne, nazywane réwniez domenami Smierci (ang. death domain,
DD), sktadajg sie z okoto 80 aminokwaséw i ich gtéwng rolg jest przekazywanie sygnatu do
rozpoczecia procesu apoptozy z powierzchni komorki do jej wnetrza. Najlepiej poznanym receptorem
jest Fas; zwigzanie receptora Fas z jego ligandem (FasL) powoduje przestanie sygnatu do biatka
adaptorowego FADD zawierajgcego na C-koricu domene DD, ktdrg wigze sie z domeng DD receptora
Fas, oraz na N-konicu domene efektorowg $mierci (ang. death effector domain, DED) zdolng do
zwigzania prokaspazy 8. Prokaspaza 8 ulega aktywacji do kaspazy 8, czego konsekwencjg jest
uruchomienie kaskady kaspaz i zapoczatkowanie apoptozy (Rycina 9) [68, 69].

Kaspaza 8 jest réwniez czynnikiem tgczgcym szlak zewnetrzny ze szlakiem wewnetrznym (tzw.
mitochondrialnym) apoptozy. Powoduje ona proteolize biatka proapoptotycznego Bid do tBid (ang.
truncated Bid), ktére powoduje uwalnianie cytochromu c z mitochondriéw komérki, poprzez co

aktywuje Sciezke wewnetrzng apoptozy [68].
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Rycina 9. Schemat zewnetrznego szlaku procesu apoptozy.

Do czynnikéw aktywujgcych $ciezke wewnetrzng zalicza sie miedzy innymi: promieniowanie,
toksyny, niedotlenienie, stres oksydacyjny, uszkodzenie DNA, hipertermie, zaburzenia transportu
elektrolitéw, wzrost stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie [68, 69]. Sciezke tg moga tez aktywowac
tzw. sygnaty negatywne, czyli przyktadowo brak niektérych czynnikdw wzrostu, cytokin lub
hormondéw hamujgcych proces Smierci komorki [69].

Wymienione wyzej czynniki powodujg zmiany w bfonie mitochondriéw, co prowadzi do
otwarcia tzw. megakanatéw obecnych w miejscach styku obu bton mitochondrialnych, spadku
potencjatu btonowego, oraz uwolnienia biatek proapoptotycznych do cytoplazmy [69]. Istotng role w
aktywacji Sciezki mitochondrialnej odgrywa biatko Bax obecne w btonie mitochondrialnej, ktére
aktywowane przez tBid oddziatuje wraz z poryng VDAC (ang. voltage-dependent anion channel), co
zwieksza przepuszczalnos$é btony mitochondrialnej (Rycina 10). Dzieki temu do cytoplazmy zostaje
uwolniony cytochrom c, ktéry wigzac sie z czynnikiem Apaf 1 tworzy tzw. apoptosom, ktéry z kolei
faczy sie z prokaspazg 9 aktywujac jg. Prowadzi to do kaskady kaspaz i procesu apoptozy [68, 69].

Aktywacja kaskady kaspaz prowadzi do proteolizy biatek i zmian morfologicznych komérki,

ktdrej sg charakterystyczne dla procesu apoptozy [69].

25



Krzysztof Pietruczuk

CZYNNIKI STYMULUJACE
DO APOPTOZY

Bid

kaspaza 8 g)
t-Bid —> BAX

APAF-1 + Cytochromc
* 0 o

Prokaspaza 9

APOPTOSOM l

kaskada kaspaz

|

APOPTOZA

Rycina 10. Schemat wewnetrznego (mitochondrialnego) szlaku procesu apoptozy.

1.5.2. Apoptoza neuronéw w przebiegu niektérych schorzen neuropsychiatrycznych.

Zaprogramowana $Smier¢ komérki odgrywa wazng role podczas rozwoju centralnego ukfadu
nerwowego; dotyczy to przede wszystkim procesu zwanego synaptogenezg czyli tworzenia sie
potgczen synaptycznych umozliwiajacych wzajemng komunikacje miedzy neuronami moézgu [70, 71].
Formowanie sie nowych synaps jest aktywowane w OUN przez trombospondyny — rodzine
glikoprotein uczestniczacych w wielu procesach biologicznych, w szczegdlnosci istotnych podczas
embriogenezy, kiedy dochodzi do rozwoju wielu narzadéw, w tym réwniez moézgu [70]. W okresie
poporodowym miejscem ich ekspresji sg gtéwnie astrocyty, komérki glejowe, ktére poza funkcja
wspomagania dziatania neurondéw (zaopatrzenia w glukoze, réwnomierny poziom potasu w
neuronach, regulacja obecnosci neurotransmiteréw w szczelinie synaptycznej, budowanie bariery
krew-modzg), odgrywajg tez wazing role w regulacji tworzenia synaps oraz eliminacji komérek
nerwowych [70]. Synaptogeneza nastepuje w OUN gtéwnie po narodzinach [70, 71]. W osrodkowym
uktadzie nerwowym zarodka istnieje znaczna nadprodukcja neurondw, przyjmuje sie ze okoto 50% z
nich ulega procesowi apoptozy w okresie rozwoju [71]. Po urodzeniu nastepuje tworzenie
dodatkowych wypustek i synaps na drodze konkurencji; komorki, ktérym nie uda sie utworzyc

potgczen synaptycznych podlegajg smierci [72, 73]. Dzieje sie to w pierwszych dwdch latach zycia
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oraz pomiedzy 8 a 15 rokiem Zzycia [74]. Synaptogeneza odbywa sie pod wptywem rdznych
neuroprzekaznikéw: glutaminy, acetylocholiny, dopaminy, GABA, glicyny, noradrenaliny. Regulujg
one produkcje czynnikdw apoptotycznych, przez co wptywaja na wzrost aksondéw, dendrytéw,
stabilizujg synapsy oraz wptywajg na przezycie neurondéw [72].

Postepujaca Smier¢ neurondw w niektdrych strukturach mozgu lezy u podstaw wielu choréb
neurodegeneracyjnych. Jako przyktad mogg postuzy¢ choroba Alzheimera czy Parkinsona. W chorobie
Alzheimera, w ktdrej ubytki tkanki mdzgowej mogg prowadzi¢ do zmniejszenia masy mozgu w
hipokampie do 45%, w ptacie skroniowym do 15% a w ciele migdatowatym do 36%, ztogi amyloidowe
obecne pozakomdrkowo w tkance oraz w $cianach naczyn, oraz sploty wiékienek nerwowych (ktebki
neurofibrylarne) odpowiedzialne sg za degeneracje neuronéw [75]. Powyzsze zmiany morfologiczne
powodujg, ze w chorobie tej zanika okoto 40% zakonczen presynaptycznych, co prowadzi do
zmniejszenia pozioméw neurotransmiteréw. Dochodzi do aktywacji mikrogleju i pojawienia sie
astrocytow w miejscach uszkodzenn wywotanych obecnoscig ztogdw amyloidowych. Wewnatrz
neurondéw obserwuje sie liczne uszkodzenia materiatu genetycznego, wzrost aktywnosci kaspaz i
ekspresji gendéw biatek proapoptotycznych [75]. Rdwniez w chorobie Parkinsona, w ktérej zmiany w
tkance modzgowej dotyczg gtdwnie istoty czarnej, dochodzi do spadku duzej liczby neurondéw
dopaminergicznych w wyniku aktywacji procesu apoptozy [76]. W cytoplazmie neurondéw istoty
czarnej i miejsca sinawego stwierdza sie obecnos¢ ciatek Lewy’ego, ktére sg agregatami biatek, np.
a-synukleiny czy ubikwityny, ktdrej rola polega na naznaczaniu biatek, ktére majg ulec
nielizosomalnej proteolizie [27, 76, 77].

Podobnie choroby psychiczne takie jak choroba afektywna dwubiegunowa, depresja czy
schizofrenia charakteryzujg sie zmianami w tkance mdzgowej.

Za podstawowg przyczyne zaburzen nastroju u chorych z depresjg uwaza sie zmiany
neurochemiczne w mozgu. Jednak depresji towarzyszg tez takie zmiany w OUN jak spadek objetosci
niektérych regiondw madzgu, gtdwnie hipokampa [78]. Narazenie na stresujgce wydarzenia zyciowe
oraz stres przewlekty powodujg zwiekszenie ryzyka wystgpienia depresji. Stres aktywuje o$
podwzgdrze-przysadka-nadnercza stymulujgc wydzielanie kortyzolu; przewlekta hiperkortykozolemia
wywiera niekorzystny wptyw na hipokamp indukujgc regresje wypustek dendrytycznych, hamuje
neurogeneze, zmniejsza odpornos¢ na czynniki uszkadzajgce (niedotlenienie, hipoglikemia, stres
oksydacyjny, neurotoksycznosé), obniza poziom czynnikéw neurotroficznych, co w koricowym efekcie
aktywuje proces apoptozy [78].

Z kolei w CHAD, obrazowanie in vivo oraz badania post mortem wykazujg atrofie mdzgu ze
zmniejszeniem grubosci kory u pacjentéw w pordwnaniu z osobami zdrowymi. Obserwuje sie

zmniejszenie liczby oraz wielkosci neuronéw i komadrek gleju, co sugeruje udziat procesu apoptozy w
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patofizjologii CHAD. Co wiecej, w posmiertnym badaniu kory przedczotowej pacjentdw wykazano
spadek czynnikdw antyapoptotycznych, takich jak Bcl-2 i neurotropowy czynnik pochodzenia
mozgowego (ang. brain derived neurotrophic factor, BDNF) oraz markeréw synaptycznych
(synaptofizyna i drebrin) przy jednoczesnym znacznym wzrost czynnikdw proapoptotycznych (Bax,

kaspaza 9, kaspaza 3) [79].

1.5.3. Apoptoza limfocytéw w przebiegu choréb psychicznych.

Zgodnie z teorig psychoneuroimmunologiczng duzg role w rozwoju chordéb psychicznych
przypisuje sie komérkom uktadu immunologicznego. Z tego tez wzgledu mozna znalez¢ publikacje, w
ktérych opisywana jest apoptoza limfocytébw w przebiegu rdéinych choréb o podiozu
neuropsychiatrycznym.

W chorobie Alzheimera, w ktérej bada sie limfocyty jako komodrki modelowe proceséow
zachodzacych w komodrkach nerwowych, obserwuje sie wzrost ekspresji receptora Fas oraz
aktywnosci kaspaz 3, 6 i 8 w limfocytach CD4" [80]. Konsekwencjg jest indukcja apoptozy zaréwno
spontanicznej, jak i wywofanej stresem oksydacyjnym [80]. Z kolei, w schizofrenii wykazano, ze
Znaczgco wyzszy poziom w surowicy receptora Fas oraz liganda Fas (FaslL) pacjentéw koreluje
pozytywnie z aktywnoscig kaspazy 3 w limfocytach [81].

U pacjentéow z depresjg dochodzi do wzrostu odsetka limfocytéw CD95%; jego wzrost
zaobserwowano réwniez na powierzchni neutrofili [82]. Co wiecej, potwierdzono nasilenie apoptozy
limfocytéw CD4" u tych chorych stosujgc barwienie komdrek aneksyng V, ktéra wigze sie z
fosfatydyloseryng obecng na komdrkach apoptotycznych w zewnetrznej warstwie btony
komérkowowej, oraz poprzez okreslenie potencjatu mitochondrialnego jako wskaznika rozpoczecia
sie procesu $mierci komorki [83]. Wykazano réwniez wzrost poziomu biatka proapoptotycznego Bax
w limfocytach oraz udowodniono wzrost poziomu cytochromu ¢ w cytoplazmie tych komaérek [83].

Podobne wyniki badan uzyskano réwniez u pacjentéw z CHAD. Z wielu badan dotyczacych tej
choroby wynika, ze nasilony proces apoptozy dotyka nie tylko komérki mézgu, ale réwniez limfocyty
krwi obwodowej [84], co potwierdzono miedzy innymi wykazujgc translokacje biatka Bax do

mitochondriéw oraz wzrost stezenia cytochromu c w cytoplazmie limfocytow chorych [85].
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Podsumowujgc, mozna wyraznie zauwazy¢, ze mato jest wiadomo na temat zaburzen uktadu
odpornosciowego, zwtaszcza w kontekscie funkcjonowania limfocytéw T, w chorobie afektywnej
dwubiegunowej. Nieliczne badania dotyczace zmian w stezeniach cytokin, fenotypu czy nasilenia
apoptozy limfocytéw u pacjentéw z CHAD pozostawiajg pewien niedosyt. Jednoczesnie zwraca sie
uwage na to, ze w chorobach o podtozu neuropsychiatrycznym takich jak depresja, CHAD czy
schizofrenia, mogg istnie¢ pewne podobienstwa pomiedzy komdrkami nerwowymi a limfocytami w
zakresie ekspresji receptorow dla cytokin badZz neurotransmiteréw i mechanizmach transdukcji
sygnatéw wewnatrzkomadrkowych [81]. Z tego tez wzgledu uwaza sie, ze funkcjonowanie limfocytéw
mogtoby odzwierciedlaé wiekszo$¢ procesdw zachodzgcych w komérkach nerwowych mézgu [86].

Rozwdj technik z zakresu immunologii umozliwia obecnie wieloparametrowa analize
funkcjonowania limfocytéw T, réwniez w grupie chorych z CHAD. Warto tez zwréci¢ uwage na to, ze
do tej pory nie zbadano wptywu stosowanych w leczeniu CHAD lekéw normotymicznych na
funkcjonowanie limfocytéow. Tymczasem pojawiajgce sie w literaturze pojedyncze prace dotyczace
komérek uktadu immunologicznej w kontekscie tej choroby zachecajg do zbadania podstawowych
parametréw limfocytéw T, takich jak chociazby ich fenotyp powierzchniowy uwzgledniajgcy obecnosé
markerdw aktywacji (np. antygenu CD25) bgdZ antygenéw waznych dla interakgcji z limfocytami B (np.
antygen CD154). Istotne tez byto zbadanie u pacjentéw z CHAD zdolnosci limfocytéw T do proliferacji
czy ich podatnosci na apoptoze, zwitaszcza w konteksécie stosowanego leku normotymicznego.
Zwtaszcza parametry proliferacyjne sg waznym wyktadnikiem aktywacji tych komoérek w odpowiedzi
na stymulacje antygenowg a mozna je zbadac¢ chociazby opisang pare lat temu technikg
cytometryczng DCT (ang. Dividing Cell Tracking), ktéra pozwala $ledzi¢ podziaty komorkowe z
jednoczesng oceng fenotypu powierzchniowego badanej populacji [87]. Takie badania mogtyby nie
tylko dostarczy¢ dodatkowych informacji o zmianach w funkcjonowaniu limfocytéw T chorych z

CHAD, ale pozwolity oceni¢ wptyw stosowanych lekdéw na powyzsze parametry.
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Jak wspomniano we Wstepie, istnieje duzo powigzan pomiedzy ukfadem nerwowym a
immunologicznym. Z tego tez wzgledu uwaza sie, ze komorki uktadu immunologicznego nie tylko
mogg odgrywac duzg role w rozwoju choroby afektywnej dwubiegunowej, ale tez ich funkcjonowanie
moze odzwierciedla¢ zmiany w komoédrkach nerwowych w przebiegu tej choroby. Poniewaz
wykorzystanie do badan nad zaburzeniami psychicznymi komodrek mdzgowych pochodzacych z
biopsji od zywych pacjentéw jest z samego zatozenia nieetyczne, badania nad limfocytami moga
stanowic alternatywe dla badan nad komdrkami nerwowymi, co moze przyczynic¢ sie do rozszerzenia
wiedzy na temat CHAD a takze przyczynic sie do rozwoju diagnostyki i terapii.

Zaburzenia ukfadu odpornosciowego w przebiegu CHAD nie sg zbyt dobrze poznane a te, ktére
zostaty do tej pory opisane, nie zawsze sg ze sobg zgodne, dlatego tez wymagajg dodatkowych,
doktadniejszych badan. W szczegdlnosci, obecnie niewiele jest wiadomo na temat funkcjonowania
limfocytéw T u chorych na CHAD oraz o wptywie stosowanych lekdw normotymicznych na te
komoérki. Fenotyp limfocytdw a takze ich zdolnosé do proliferacji oraz podatnosé na apoptoze sg
kluczowymi cechami tych komdrek, ktére swiadczg o ich zdolnosci do prawidtowej odpowiedzi na
obce antygeny, z ktérymi organizm ma na co dzien do czynienia.

W zwigzku z tym gtéwnymi celami prezentowanej pracy sa:

1. Ocena fenotypu limfocytéw T, miedzy innymi pod katem obecnosci wybranych markeréw
aktywacji, oraz analiza stezen wybranych cytokin w surowicy pacjentéow z CHAD, ze
szczegblnym uwzglednieniem fazy choroby a takze stosowanych lekdw normotymicznych i
poréwnanie uzyskanych wynikéw z wynikami oséb zdrowych;

2. Analiza parametréw aktywnosci proliferacyjnej limfocytéw CD4" oraz CD8* w obecnosci
konkanawaliny A (ConA) i pordwnanie wynikdw pomiedzy chorymi a zdrowymi, w
obecnosci i bez poszczegdlnych lekdw oraz w zaleznosci od fazy choroby;

3. Ocena wptywu lekédw normotymicznych na apoptoze limfocytéw T pacjentéw z CHAD oraz
limfocytéw T zdrowej kontroli.

4. Ocena uniwersalnosci obserwowanego wptywu badanych lekéw normotymicznych na
apoptoze limfocytéw poprzez uzycie komodrek linii MOLT-4 uznawanej za modelowy

limfocyt;
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3. MATERIAt | METODY

3.1. Osoby badane

Grupe kontrolng stanowili zdrowi ochotnicy (n=20), ktérzy wyrazili zgode na uczestnictwo w
badaniach (deklaracja swiadomej zgody w zatgcznikach — zatgcznik nr 1). Dane demograficzne
zawarto w Tabeli 1. Wszyscy zostali poinformowani o celach i konsekwencjach uczestniczenia w
eksperymencie (informacja o badaniu — zatgcznik nr 2). W badaniu mogty bra¢ udziat osoby bez
zaburzenn somatycznych oraz bez jakichkolwiek zaburzen wptywajgcych na uktad immunologiczny.
Cukrzyca, choroby o podtozu immunologicznym, choroba niedokrwienna serca, RZS wykluczaty z
uczestnictwa w badaniach. Réwniez wszelkie zaburzenia psychiczne oraz wystepowanie choroby
psychicznej w rodzinie dyskwalifikowaty z uczestnictwa (formularz przyjecia dla osoby badanej —
zatgcznik nr 3). Przedziat wiekowy ustalono na 25-65 lat.

Pacjenci (n=13), ktérzy uczestniczyli w badaniach cierpieli z powodu choroby afektywnej
dwubiegunowej (CHAD) i byli hospitalizowani z tego powodu w Klinice Choréb Psychicznych i
Zaburzen Nerwicowych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. W eksperymencie brali udziat takze
pacjenci Poradni Zdrowia Psychicznego dziatajgcej przy Uniwersyteckim Centrum Klinicznym. Do
programu kwalifikowano pacjentéw z rozpoznaniem choroby afektywnej dwubiegunowej (CHAD) w
fazie depresji (n=6) lub w remisji (n=7) co okreslano na podstawie skali depresji Hamiltona i skali
depresji Becka (zatacznik nr 4). W celu wykluczenia fazy maniakalnej uzyto skali manii Younga
(zatacznik nr 5). Charakterystyke demograficzna pacjentéw i rozktad rozpoznan przedstawiono w
tabeli 1. Stan psychiczny pacjentéw byt oceniany przez lekarza psychiatre na podstawie formularza
przyjecia dla lekarza (zatgcznik nr 6). W badaniu brali udziat tylko ci u ktérych nie stwierdzono
odchylen somatycznych oraz chordb wynikajgcych z zaburzen uktadu immunologicznego. Przedziat
wiekowy kandydatéw ustalono na 20-65 lat. Do badania wtgczono pacjentéw przyjmujgcych lit lub
kwas walproinowy. Pacjenci podobnie jak zdrowa kontrola wypetniali takze formularz przyjecia dla
osoby badanej, podpisywali deklaracje Swiadome] zgody, oraz zostali poinformowani pisemnie i
ustnie o zatozeniach i celach badania.

Na przeprowadzenie badan wyrazita zgode Niezalezna Komisja Bioetyczna ds. Badarn Naukowych
przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (NKEBN/365/2005). Ocena stanu somatycznego oraz
psychicznego zostata przeprowadzona przy wspodtpracy Kliniki Choréb Psychicznych i Zaburzen

Nerwicowych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
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Pacjenci Grupa kontrolna
Wiek 23-49 lat 21-58 lat
K 4 12
Pte¢
M 9 8
Chad
Remisja / Nie dotyczy
0/7
L m) (0/7)
Rozpoznanie
Chad
Depresja 6 Nie dotyczy
4/2
(K/M) (4/2)
Weglan litu 7 (3-dep 4-rem) Nie dotyczy
Przyjmowane
leki Kwas .
walproinowy 6 (3-dep 3-rem) Nie dotyczy

Tabela 1. Charakterystyka demograficzna oséb uczestniczgcych w badaniu;
dep — depresja; rem —remisja;

3.2. Ocena aktualnego stanu psychicznego

Do oceny stanu psychicznego pacjentéw zostaty uzyte skale wykorzystywane do diagnostyki i
nasilenia zaréwno fazy depresyjnej — Skala Depresji Becka, Skala Depresji Hamiltona jak i fazy

maniakalnej — Skala Manii Younga.

3.2.1. Skala Depresji Becka (ang. Beck Depression Inventory)

Skala subiektywna, w skali tej pacjent samodzielnie odpowiada na 21 pytan (odpowiedzi
punktowane od 0 do 3) dotyczgcych aktualnego nastroju. Stosowana jest w psychiatrii do diagnostyki
depresji i jej nasilenia.

Przyjmuje sie nastepujgca punktacje:

— 0-10 pkt - brak depresji lub obnizenie nastroju;

— 11-27 - depresja umiarkowana;

— 28 i wiecej - depresja ciezka.

Istotnym uzupetnieniem Skali Depresji Becka jest badanie specjalisty i wykonanie przez niego Skali

Depresji Hamiltona.
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3.2.2. Skala Depresji Hamiltona (ang. Hamilton Rating Scale for Depression)

Skala Depresji Hamiltona stuzy do oceny zaburzen depresyjnych, jednak w przeciwienstwie do
Skali Depresji Becka nie jest wykonywany przez pacjenta a przez lekarza czyli jest testem w petni
obiektywnym.

Przyjmuje sie nastepujaca punktacje:

— 0-7 pkt - brak depres;ji;

— 8-12 — depresja fagodna;

— 13-17 — depresja umiarkowana;

— 18-29 —ciezka depresja;

— 30-52 - bardzo ciezka depresja.

3.2.3. Skala Manii Wedtug Younga (ang. Young Rating Scale for Mania)

Skala ta jest pomocna do oceny stopnia nasilenia manii oraz skutecznosci leczenia
psychotropowego. Stosuje sie jg w diagnostyce choroby afektywnej dwubiegunowej przy ocenie fazy
maniakalnej. Skala sktada sie z 11 pozycji (7 pozycji 0-4 pkt, 4 pozycje 0-8 pkt). Lekarz ocenia stopien
nasilenia objawdéw na podstawie relacji pacjenta o swoim samopoczuciu z ostatnich 48 godzin.

Przyjmuje sie ze po uzyskaniu 25 punktéw mamy do czynienia z ciezkg manig, natomiast wynik

ponizej 12 punktu oznacza remisje [88].

3.3. Ocena fenotypu, proliferacji oraz podatnosci na apoptoze limfocytow T oséb zdrowych i

chorych na CHAD metod3a cytometrii przeptywowej

3.3.1. Cytometria przeptywowa

Jest to metoda ilosciowa szybkiej analizy duzej liczby komdrek w zawiesinie. Za jej pomocg
mozemy dokonac jednoczesnego pomiaru szeregu parametréw. Podstawg dziatania cytometru
przeptywowego jest pomiar rozproszenia Swiatta przez badane komoérki oraz emitowanej przez nie
fluorescencji [89]. Oznaczane parametry mozemy okresli¢ uzywajgc w analizie histograméw lub
wykreséow dwuparametrowych dot-plot. Za pomocg tych metod przedstawiania wynikéw oceniamy

fenotyp komadrek, parametry proliferacji oraz procesu apoptozy.
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Pomiary cytometryczne zostaty wykonane przy wsparciu Sieci Obrazowania Patologii Funkcji
Komodrek Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego a do ich wykonania postuzyty cytometry

przeptywowe FACScan oraz FACSVerse (Becton Dickinson, USA).

3.3.2. Materiat badany

Zaréwno od chorych jak i zdrowych pobierano 30 ml krwi petnej na EDTA (antykoagulant kwas
etylenodiaminotetraoctowy) oraz 3 ml krwi na skrzep. Surowica byta zbierana do probdéwek
eppendorf po odwirowaniu przy predkosci 4000 obr./min. przez 10 minut i przechowywana w -20°C

do czasu badania poziomu cytokin.

3.3.3. Ocena fenotypu limfocytéw krwi obwodowej ex vivo

Fenotyp limfocytdw oznaczany byt we krwi obwodowej po uprzedniej lizie erytrocytéw w
hipotonicznym roztworze chlorku amonowego (0.83 g NH4Cl, 0.1 g KHCO3 w 100 ml wody
destylowanej). Ocenione zostaty odsetki limfocytéw T (CD3+) oraz subpopulacje limfocytéw T — CD4+
i CD8+ z uwzglednieniem markerdéw powierzchniowych CD25, CD197, CD154. Do prébki badanej krwi
w ilosci 100 ul dodawano przeciwciata w ilosci 5 ul w nastepujgcych kombinacjach:

— PE-Cy7 anty-CD25/ PE-Cy5 anty- CD4/ PE-CF594 anty- CD197/ APC-Cy7 anty- CD3;

— PE-Cy5 anty- CD4/ PE anty- CD154/ APC-Cy7 anty-CD3/ V500 anty-CD8;

Uzyte przeciwciata pochodzity rowniez od firmy Becton Dickinson. Komérki inkubowano 30 minut
w ciemnosci, w lodzie. Po tym czasie komérki ptukano roztworem PBS (100 ml PBS — roztworu
macierzystego: 14.24 g Na,HPO, x 2H,0, 2.76 g NaH,PO, x H,0, 87.60 g NaCl, 2 g NaN; w 1 | wody
destylowanej, 2 g albuminy wotowej, uzupetnione do 1 | woda destylowang) poprzez wirowanie 5
minut przy 2000 obr./min. Nastepnie komorki zawieszano w PBS celem analizy cytometrycznej

aparatem FACSVerse (Becton Dickinson, USA).

3.3.4. Izolacja jednojadrzastych komorek krwi obwodowej

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells, PBMC)
uzyskiwane byty po uprzednim rozcieniczeniu krwi (w stosunku 1:1 w PBS) drogg wirowania krwi (30
minut 1000G) w gradiencie ptynu do izolacji limfocytéw o gestosci 1,077g/ml (Histopaque 1077,
Sigma Chemical Co., USA). Uzyskane w ten sposéb komoérki (limfocyty i monocyty) byty optukiwane z

ptynu izolacyjnego a nastepnie zawieszanie w kompletnym $rodowisku hodowlanym ztozonym z
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medium RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., USA ) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy cielecej (Sigma
Chemical Co., USA), 2 mM L-glutaminy (Sigma Chemical Co., USA) oraz antybiotykdw: penicyliny w
stezeniu 10 U/ml i i streptomycyny w stezeniu 10 pg/ml (Sigma Chemical Co., USA).

3.3.5. Ocena dynamiki proliferacji limfocytéow oséb zdrowych i chorych w obecnosci badanych

lekéw — weglanu litu oraz kwasu walproinowego

Dynamike proliferacji limfocytéw T i B oceniano metodg DCT (ang. Dividing Cell Tracking)
opracowang przez Hasbolda [90]. Metoda ta pozwala na Sledzenie podziatéw komadrkowych
badanych populacji dzieki zastosowaniu barwnika Violet Proliferation Dye 450 (VPD450, Becton
Dickinson, USA), ktory przenika do komérek i zostaje w nich unieruchomiony na skutek hydrolizy
przez esterazy cytoplazmatyczne. Komérki dzielgc sie rozdzielajg wybarwione przez VPD450 biatka
pomiedzy komdrki potomne, ktdrych fluorescencja ulega zmniejszeniu o potowe w kazdym

powstajgcym pokoleniu (Rycina 11.).

: |

Q : 1

2 : 2
s 65432010 @
8 : w
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VPD450  Pokolenia VPD450

8

proporcjonainy spadek
zawartosci barwnika VPD450
po kazdym podziale komorek

kolejne podziaty 1 0

Rycina 11. llosciowe oznaczanie komdrek proliferujgcych za pomocg DCT. Zaréwno histogram jak i
dot-plot przedstawiajg poszczegdlne pokolenia komérek po 72h stymulacji konkanawaling A

wybarwionych za pomocg VPD450.
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PBMC w ilosci 24 milionéw zawieszonych w 1 ml PBS byty najpierw inkubowane przez 15 min z
barwnikiem VPD450 w stezeniu 1 puM w temperaturze 37°C. Nastepnie komorki odptukiwano z
nadmiaru barwnika. Tak przygotowane PBMC hodowane byly na sterylnej ptytce 24-dotkowej (24
Well Cell Culture Cluster, Corning Incorporated, USA) w wyjéciowym stezeniu 2x10°/ml w
kompletnym $rodowisku hodowlanym. Komodrki byly stymulowane konkanawaling A w stezeniu
5ug/ml (Sigma Chemical Co., USA ) w obecnosci réznych stezer weglanu litu lub kwasu walproinowego
w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajgcej 5% CO,, w 100% wilgotnosci przez 5 dni. Szczegdtowy
rozktad ptytki hodowlanej i schemat doswiadczenia przedstawiono na rycinie 12 i 13.

Komorki pobierano w 72 i 120 godzinie hodowli, ptukane roztworem PBS oraz liczone. Nastepnie
komorki byty inkubowane z przeciwciatami APC-Cy7 anty-CD3, PE-Cy5 anty- CD4, V500 anty-CD8 oraz
APC-H7 anty-CD19) a nastepnie analizowane cytometrycznie na FACSVerse (Becton Dickinson, USA).

Analiza wynikéw proliferacji byta dokonywana przy uzyciu programu PROGENY autorstwa prof.

Jacka Witkowskiego (podrozdziat 3.5).

Weglan litu Weglan litu wWeglan litu
Om 2mM Smh
72h 72h 72h

Weglan litu Weglan litu Weglan litu
OmM 2ZmmM Smha

120h 120h 120h

Rycina 12. Schemat ptytki hodowlanej przy ocenie dynamiki proliferacji.

PBMC
2 x10°

Oh I 72h I 1znhl
ConA 5ug/ml Odczyt wynikow Odczyt wynikow
VPA

Li,CO;

e
-

Rycina 13. Schemat doswiadczenia badajgcego dynamike proliferacji PBMC zdrowych i chorych w

czasie.
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3.3.6. Indukcja apoptozy i jej modulacja przy pomocy badanych lekéw w hodowlach PBMC oséb

zdrowych oraz pacjentow

Komdrki zawieszane byty w stezeniu 5x10°/ml w kompletnym $rodowisku hodowlanym i
stymulowane konkanawaling A w stezeniu 5ug/ml na ptytce 24-dotkowej. Nastepnie komorki
inkubowano w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajacej 5% CO, i w 100% wilgotnosci przez 24
godziny.

W celu indukcji apoptozy uzywane byty dwie substancje o odmiennym mechanizmie wywotywania
procesu apoptozy w komdrkach:

— nadtlenek wodoru w stezeniu 220uM;

— kamptotecyna w stezeniu 1 ug/ml.

Po 24 godzinach do hodowli PBMC z oséb zdrowych dodawano czynniki wywotujgce apoptoze
oraz kwas walproinowy (Rycina 14.) lub weglanu litu w wybranych stezeniach (Rycina 15). Do hodowli
komérek wyizolowanych od pacjentdw dodawano tylko ten lek, ktdry pacjent wczesniej otrzymywat,
tzn. komorki pacjentéw przyjmujgcych wegla litu hodowane byly tylko w obecnosci wybranych
stezen weglanu litu, a komadrki pobrane od pacjentéw otrzymujgcych kwas walproinowy tylko w
obecnosci wybranych stezen tego leku. Po kolejnych 72 godzinach komoérki byly zbierane i
znakowane barwnikiem JC-1 (2mg/ml, Calbiochem, Niemcy) lub aneksyng V (Annexin-V-FLUOS
Staining Kit, Roche, Szwajcaria) a nastepnie analizowane za pomocg cytometrii przeptywowej przy
uzyciu FACScan (Becton Dickinson, USA).

Schemat doswiadczenia przedstawiono na Rycinie 16.

WPA VPA VPA VPA VPA VPA
Opg/ml S50ug/ml 100pg/ml 120pg/ml 200pg/ml J300pg/ml
WPA VPA VPA VPA VPA VPA
Opg/ml S50ug/ml 100pg/ml 120pg/ml 200pg/ml J300pg/ml
+ KAMPTO + KAMPTO + KAMPTO + KAMPTO + KAMPTO + KAMPTO
VPA VPA VPA VPA VPA VPA
Opg/ml S50ug/ml 100pg/ml 120pg/ml 200pg/ml J300pg/ml
+ H202 + H202 + H202 + H202 + H202 + H202
Rycina 14. Schemat ptytki hodowlanej uzywanej do oceny apoptozy w obecnosci kwasu

walproinowego.
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Rycina 15. Schemat ptytki hodowlanej uzywanej do oceny apoptozy w obecnosci weglanu litu.

KAMPTO — kamptotecyna; H202 — nadtlenek wodoru;

PBMC LiECDEWPA+ kamptotecyna lub H2 lZ}2
0,5 x10° >
Oh 0 24h! Qﬁhl_
ConA 5ug/ml Odczyt wynikow

Rycina 16. Schemat doswiadczenia badajgcego proces apoptozy PBMC zdrowych i chorych w czasie.

3.3.7. Metody oceny apoptozy

Do oznaczania tzw. Sciezki wewnetrznej apoptozy, w ktdrej kluczowgq role odgrywa depolaryzacja
mitochondriow [91] wykorzystuje sie barwnik JC1 (CyH,;ClLIN,), tzw. sonde potencjatu
mitochondrialnego [92]. Barwnik ten tworzy agregaty (fluoryzujgce czerwono) jedynie w komérkach
posiadajgcych nieuszkodzone mitochondria o wysokim potencjale elektrycznym btony (AY,,) (Rycina
17.). W przypadku apoptozy komorki mitochondria sg zdepolaryzowane i JC1 bedzie tworzyt
monomery o fluorescencji zielonej. Obydwa typy fluorescencji sa réwnoczesnie wykrywane w

badanych komérkach podczas analizy cytometryczne;.
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JC-1 agregaty
fluoryzujace na czerwono
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JC-1 monomery
fluoryzujace na zielono

Rycina 17. Przyktadowy dot-plot z cytometrii przeptywowej
uzyskany podczas oznaczania apoptozy metodg barwienia

JC-1.

AY T - komérki zywe z wysokim potencjatem
mitochondrialnym
AY | - komérki wchodzace na droge apoptozy z niskim

potencjatem mitochondrialnym

Cechg charakterystyczng procesu apoptozy sg zmiany zachodzace w budowie btony komdrkowe;j.

Dochodzi wéwczas do zaburzenia asymetrii w rozmieszczeniu fosfolipidow btonowych. W normalnej

komérce na powierzchni btony przewazaj

g fosfolipidy obojetne, do ktérych zalicza sie: sfingomieline i

fosfatydylocholine, podczas gdy w warstwie wewnetrznej za$ dominujg fosfolipidy anionowe, takie

jak fosfatydyloseryna [95]. W komdrkach apoptotycznych fosfatydyloseryna jest eksponowana w

zewnetrznej warstwie btony komdrkowej. Zjawisko to wykorzystuje sie do znakowania komérek

apoptotycznych za posrednictwem ane

ksyny V, ktéra ma zdolno$¢ do wigzania sie z ujemnie

natadowanymi fosfolipidami, takimi jak fosfatydyloseryny [94, 95] (Rycina 18).

BLONA

KOMORKOWA

%m% 2900

fosfatydyloseryna

APOPTOZA

850 86660

Rycina 18. Zmiany zachodzgce w btonie komdrkowej podczas apoptozy i prowadzace do wigzania sie

fosfatydyloseryny z aneksyng wykrywang

podczas odczytu cytometrycznego.
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3.3.8. Ocena poziomu cytokin w surowicy krwi

Stezenia poziomu cytokin w surowicy wykonano metodg cytometrii przeptywowej z uzyciem
zestawu BD Cytometric Bead Array (CBA) Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (Becton Dickinson, USA). Ocenie

podlegaty cytokiny IL-17A, TNF, IL-10, IL-6, IL-2. Test wykonano zgodnie z zaleceniami producenta.

3.4. Indukcja apoptozy i jej modulacja przy pomocy badanych lekéw w linii komérkowej MOLT-4

W celu oceny na ile obserwowany efekt dziatania weglanu litu i VPA na limfocyty T ma charakter
uniwersalny wykonano badania na linii komérkowej MOLT-4. Linia ta jest ludzka linig limfoblastyczng
T, ktéra zostata wyprowadzona z hodowli komérek pobranych od 19 letniego pacjenta z ostrg
biataczkg limfoblastyczna. Linia ta jest uwazana za model limfocytéw i postuzyta jako wzér mozliwego
zachowania sie prawidtowych komérek uktadu immunologicznego w obecnosci badanych lekéw. Linia
ta zostata zakupiona w firmie CLS Cell Line Servis GmbH (Niemcy) posiadajgcej certyfikat
1SO9001:2008.

Komoérki MOLT-4 byty hodowane w kompletnym s$rodowisku hodowlanym rekomendowanym
przez ich dostawce, ztozonym z medium RPMI 1640 z dodatkiem 10% ptodowej surowicy cielecej, 2
mM L-glutaminy oraz antybiotykdéw: penicyliny w stezeniu 10 U/ml i streptomycyny w stezeniu 10
pg/ml w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajgcej 5% CO, i w 100% wilgotnosci.

Komérki zawieszane byty w stezeniu 5x10°/ml w medium hodowlanym petnym na ptytce 24-
dotkowej. Nastepnie komorki inkubowano w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajgcej 5% CO, i
w 100% wilgotnosci przez 24 godziny w obecnosci badanych lekéw oraz czynnikéw wywotujgcych
apoptoze wedtug schematu zastosowanego dla PBMC (Ryciny 4, 5, 6). Po tym czasie byta wykonana
ocena apoptozy poprzez oznaczanie komorek barwnikiem JC-1 lub aneksyna V.

Schemat doswiadczenia przedstawiono na Rycinie 19.

Li 2C0;
VPA + kamptotecyna lub H202

l ‘
|
Oh ~ MOLT-4 24h
0,5 x10° Odczyt wynikéw

Rycina 19. Schemat doswiadczenia badajgcego proces apoptozy linii komérkowej MOLT-4.
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3.5. Analiza wynikéw cytometrycznych

Analiza fenotypu limfocytéw oraz wynikow proliferacji zostata wykonana programem FlowJo
X 10.0.7 (Tree Star; USA). Dalsze opracowanie parametréow proliferacji komodrek w obecnosci lekéw
lub bez odbyta sie przy uzyciu programu PROGENY autorstwa prof. dr hab. med. Jacka Witkowskiego
[87].

Analiza wynikdw apoptozy ocenianej zaréowno metodg barwienia JC-1 jak i barwienia
aneksyng byta dokonana przy uzyciu programu Cyflogic wersja 1.2.1 (© Perttu Terho & © CyFlo Ltd;
Finland 2008).

3.6. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wynikdw przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica wersja 10
(StatSoft, Inc., USA). Zatozenia o normalnosci rozktadu sprawdzano przy pomocy testow:
Kotmogorowa-Smirnova z poprawka Lillieforsa i Shapiro-Wilka.

Poniewaz wyniki nie spetniaty zatozen rozktadu normalnego uzyto testow nieparametrycznych — test
kolejnosci par Wilcoxona. Znamienno$¢ statystyczna byta oznaczana jako warto$¢ p; za rdznice

znamienne przyjmowano p < 0,05.
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4. WYNIKI BADAN

4.1. Ocena stanu psychicznego z wykorzystaniem Skali Depresji Becka, Skali Depresji Hamiltona

oraz Skali Manii Younga.

Ocena ogodlnego stanu zdrowia oraz stanu psychicznego byta dokonana przez lekarza
psychiatre. Przeprowadzono wywiad kliniczny zgodny z formularzem SCID. Objawy depresyjne byty
oceniane z wykorzystaniem Skali Depresji Becka oraz Skali Depresji Hamiltona natomiast objawy
hipomaniakalne/maniakalne oceniano wedtug punktacji w Skali Manii Younga.

Pacjenci zakwalifikowani do badan byli w stanie fizycznym dobrym. Nie stwierdzono u nich
cukrzycy, hiperlipidemii, alergii, choroby niedokrwiennej serca, nadcisnienia, choréb o podtozu
immunologicznym. Jedynymi lekami przyjmowanymi byty weglan litu lub kwas walproinowy.

O dobrze dobranej grupie pacjentéw oraz zdrowej kontroli swiadczg wyniki uzyskane przez
poszczegdlne grupy badane, zaréwno w Skali Depresji Becka (Rycina 20) oraz Hamiltona (Rycina 21)
jak i Skali Manii Younga (Rycina 22). Pacjenci zostali podzieleni po wywiadzie psychiatrycznym na
dwie grupy: osoby w depresji w przebiegu CHAD oraz osoby w remisji. Rdznica pomiedzy tymi
dwoma grupami byta istotna statystycznie — osoby depresyjne wykazywaty zdecydowanie wyzszg
punktacje niz grupa w remisji oraz osoby zdrowe. Potwierdzit to zaréwno Test Becka jak i skala

Depresji Hamiltona. Pomiedzy pacjentami w remisji a zdrowg kontrolg nie byto réznic w wynikach

testu.
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Rycina 20. Wyniki Skali Depresji Becka (N.growi=20, Nremisia=7, Ndepresia=6; test kolejnosci par Wilcoxona,

* p<0,05; norma: 0-10pkt).
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T Min-Maks

Punktacja w Skali Depresji Hamiltona

2t |i o
QsS0BY DEPRESIA REMISJIA
ZDROWE  (CHAD) (CHAD)

Rycina 21. Wyniki Skali Depresji Hamiltona (n,gowi=20, Nremisia=7, Ndepresia=6; test kolejnosdci par

Wilcoxona, * p<0,05; norma: 0-7pkt).

| o Mediana
[]25%-75%
| I Min-Maks

Punktacja w Skali Manii Younga

0SOBY DEPRESIA  REMISIA
ZDROWE  (CHAD) (CHAD)

Rycina 22. Wyniki Skali Manii Younga (N,growi=20, Nremisja=7, Ndepresa=6; test kolejnosci par Wilcoxona,

* p<0,05; norma: 0-20pkt).
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W Skali Manii Younga istnieje wyrazna réznica pomiedzy pacjentami w depresji a w remisji
choroby, pomimo iz wyniki oséb w remisji miescity sie w zakresie normy tego testu. Rdznica ta jest
istotna statystycznie. Na rycinie 22 zaleznos$¢ ta jest pokazana réwniez w odniesieniu do punktacji
uzyskanej przez zdrowg kontrole, ktdra przyjmuje wartosci posrednie pomiedzy wynikami

uzyskanymi przez osoby w depresji i osoby w remisji.

4.2. Ocena fenotypu limfocytow krwi obwodowej ex vivo.

Ex vivo badano odsetki dwdch gtéwnych populacji limfocytéw, czyli komoérki CD3'CD4*
(limfocyty pomocnicze T,) oraz komérki CD3'CD8" (limfocyty cytotoksyczne T.). Oznaczano réwniez
odsetki komédrek z uwzglednieniem wybranych markeréw aktywacji: antygendéw CD197 (CCR7), CD25
oraz CD154 (CD40L) w populacji komérek CD4'CD3* oraz antygen CD154 w populacji komdrek
CD3'CD8’. Wyliczany byt réwniez indeks CD4*/CD8" w populacji limfocytéw T.

Zaobserwowano statystycznie znamienny wzrost odsetka komérek CD3°CD4" u 0séb chorych
na chorobe afektywng dwubiegunowg bedacych w fazie depresyjnej w pordwnaniu do oséb
zdrowych (Rycina 23). Z kolei odsetek komdrek CD3CD8" ulegat znaczacemu obnizeniu u oséb
chorych zaréwno w fazie depresyjnej, jak i w remisji w poréownaniu do zdrowej grupy kontrolnej
(Rycina 24). Indeks CD4"/CD8" byt znaczgco wyiszy u chorych z CHAD w poréwnaniu do osdb
zdrowych (Rycina 25).
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Rycina 23. Odsetek komdrek CD4°CD3" w grupie o0sdb zdrowych (n,q.wi=20) oraz pacjentéw chorych

na CHAD (Nemisia=7, Naepresja=6); test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 24. Odsetek komdrek CD8'CD3" w grupie osdb zdrowych (n,q.wi=20) oraz pacjentéw chorych

na CHAD (Nremisja=7, Ndepresja=6) ; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 25. Stosunek limfocytéw CD4" do limfocytéw CD8" w grupie oséb zdrowych (n,gowi=20) oraz

pacjentédw chorych na CHAD (Niemisa=7, Ndepresia=6) ; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.

Odsetek komdrek CD25" w populacji limfocytéw CD4* byt znamiennie wyzszy u 0séb chorych z
CHAD, w szczegdlnosci w grupie chorych w fazie depresyjnej w pordownaniu do osdéb zdrowych
(Rycina 26). Z kolei, chorzy w remisji charakteryzowali sie wzrostem komdrek CD4'CD197" w
porownaniu z osobami zdrowymi oraz chorymi w fazie depresyjnej (Rycina 27). Rdwniez w tej grupie

chorych obserwowano wzrost odsetka komoérek CD154" zaréwno w populacji limfocytéw CD4*
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(Rycina 28) jak tez limfocytéw CD8" (Rycina 29) w poréwnaniu ze zdrowymi oraz z chorymi w fazie

depresyjne;j.
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Rycina 26. Odsetek komérek CD25" w populacji limfocytéw CD4" w grupie o0séb zdrowych (N,growi=20)

oraz pacjentow chorych na CHAD (Nremisia=7, Naepresia=6); test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 27. Odsetek komdrek CD197° w populacji limfocytéw CD4" w grupie oséb zdrowych

(N,arowi=20) oraz pacjentéw chorych na CHAD (Nremisia=7, Naepresja=6); test kolejnosci par Wilcoxona, *

p<0,05.
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Rycina 28. Odsetek komdrek CD154" w populacji limfocytébw CD4" w grupie osdb zdrowych
(Nzarowi=20) oraz pacjentdw chorych na CHAD (Nremisia=7, Ngepresia=6); test kolejnosci par Wilcoxona,

* p<0,05.
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Rycina 29. Odsetek komdrek CD154" w populacji limfocytéw CD8" w grupie 0séb zdrowych
(N.arowi=20) oraz pacjentéw chorych na CHAD (Nremisia=7, Ndepresa=6); test kolejnosci par Wilcoxona,

* p<0,05.

Wymienione wyzej parametry limfocytoéw zanalizowano réwniez w zaleznosci od leku, jaki
otrzymywali pacjenci. Nie stwierdzono réznic w odsetku limfocytéw CD4'CD3" pomiedzy grupa

kontrolng a pacjentami leczconymi weglanem litu lub kwasem walproinowym (Rycina 30). Natomiast
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odsetek komoérek CD8'CD3" byt znamiennie nizszy zaréwno u chorych leczonych weglanem litu, jak i
kwasem walproinowym w poréwnaniu ze zdrowg kontrolg (Rycina 31). Konsekwentnie, chorzy z
CHAD zazywajacy oba leki charakteryzujg sie wyzszym stosunkiem limfocytéw CD4" do limfocytéw

CD8" niz osoby zdrowe (Rycina 32).
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Rycina 30. Odsetek komdrek CD4"CD3"* w grupie 0s6b zdrowych (n,g0wi=20) oraz pacjentdw chorych
na CHAD leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym (n;;=7, nypa = 6); test kolejnosci par

Wilcoxona.

24

227 ‘

"
a
O 16
e
(=]
g 14¢ + + Mediana
25%-75%
é 12 | l - T Min-Maks
2 10 —
= &
o
¥ sl
=2 +
° 1
Al i
2 L
0 n n n
ZDROWI LT VPA

Rycina 31. Odsetek komdrek CD8" CD3" w grupie 0séb zdrowych (n,4owi=20) oraz pacjentéw chorych
na CHAD leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym (n;;=7, nypa = 6); test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.
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Stosowane u chorych na CHAD leki nie wptywaty tez na odsetek komérek CD25", CD197" oraz
CD154" w populacji limfocytéw CD4" (Ryciny 33, 34, 35, odpowiednio). Pacjenci leczeni weglanem
litu oraz kwasem walproinowym charakteryzowali sie natomiast wzrostem odsetka komodrek
CD154'CD8" w pordéwnaniu do 0séb zdrowych — nie jest to jednak zalezno$¢ istotna statystycznie

(Rycina 36).
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Rycina 32. Stosunek limfocytéw CD4" do CD8" w grupie 0s6b zdrowych (n,qowi=20) oraz pacjentéw
chorych na CHAD leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym (ng=7, nypa = 6); test

kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 33. Odsetek komérek CD25" w populacji limfocytéw CD4" w grupie 0s6b zdrowych (N,¢rowi=20)
oraz pacjentdéw chorych na CHAD leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym (n;=7, Nypa =

6); test kolejnosci par Wilcoxona.
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Rycina 34. Odsetek komdrek CD197" w populacji limfocytéw CD4" w grupie 0séb zdrowych
(n,4rowi=20) oraz pacjentdw chorych na CHAD leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym

(ni=7, nypa= 6); test kolejnosci par Wilcoxona.
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Rycina 35. Odsetek komdrek CD154" w populacji limfocytéw CD4" w grupie 0séb zdrowych
(n,4rowi=20) oraz pacjentdw chorych na CHAD leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym

(ni=7, nypa = 6); test kolejnosci par Wilcoxona.
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Rycina 36. Odsetek komdrek CD154" w populacji limfocytéw CD8" w grupie oséb zdrowych
(n,4rowi=20) oraz pacjentdw chorych na CHAD leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym

(ni=7, nypa= 6); test kolejnosci par Wilcoxona.

4.3. Ocena poziomu cytokin w surowicy krwi.

Poziom cytokin (IL-17A, TNF, IL-10 oraz IL-6) oznaczano w surowicy krwi oséb zdrowych oraz
pacjentow z CHAD.

Poziom IL-17A byt znamiennie nizszy u oséb chorych na CHAD w obydwu fazach choroby w
poréownaniu do osdb zdrowych (Rycina 37). Biorac jednak pod uwage przyjmowane leki przez
pacjentéw, chorzy przyjmujacy zwigzki litu charakteryzujg sie nieznacznie wyzszym poziomem IL-17A
w surowicy krwi w poréwnaniu do chorych przyjmujacych kwas walproinowy (Rycina 38).

Nie wykazano réznic w poziomie TNF-a pomiedzy badanymi grupami; chorzy charakteryzujg
sie nizszym stezeniem TNF-a ale nie jest to zaleznos$¢ istotna statystycznie (Rycina 39). Stosowane leki

tez nie wptywaty na poziom tej cytokiny u chorych (Rycina 40).
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Rycina 37. Poziom cytokiny IL-17A w surowicy u 0séb zdrowych (n,q0wi=20) oraz pacjentéw chorych

na CHAD (Nremisja=7, Ndepresia=6) ; test kolejnosci par Wilcoxona.
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Rycina 38. Poziom cytokiny IL-17A w surowicy u oséb zdrowych (n,q.owi=20) oraz pacjentow chorych
na CHAD leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym (n;:=7, nypa = 6); test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 39. Poziom TNF-a w surowicy u 0séb zdrowych (n,q,0wi=20) oraz pacjentéw chorych na CHAD

(Nremisia=7, Ngepresja=6) ; test kolejnosci par Wilcoxona.
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Rycina 40. Poziom TNF-o. w surowicy u oséb zdrowych (n,q.wi=20) oraz pacjentéw chorych na CHAD

leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym (n;=7, nypa=6); test kolejnosci par Wilcoxona.
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Poziom IL-10 byt znamiennie wyzszy u chorych z CHAD, zaréwno w fazie depresyjnej jak i w
remisji w porownaniu do zdrowej grupy kontrolnej (Rycina 41). Nie wykazano rdznic w stezeniu IL-10
w zaleznosci od fazy choroby. Zaréwno pacjenci leczeni weglanem litu jak i ci leczeni kwasem
walproinowym charakteryzowali sie wyzszym poziomem IL-10 w stosunku do oséb zdrowych (Rycina
42).

Poziom IL-6 byt znamiennie wyzszy u chorych z CHAD, w szczegdlnosci pacjentow w fazie
remisji w poréwnaniu do oséb zdrowych (Rycina 43). Pacjenci leczeni weglanem litu charakteryzowali
sie natomiast wzrostem stezenie IL-6 w pordownaniu do oséb zdrowych oraz chorych leczonych

kwasem walproinowym (Rycina 44).
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Rycina 41. Poziom IL-10 w surowicy u 0sob zdrowych (n,q.0.i=20) oraz pacjentéow chorych na CHAD

(Nremisia=7, Ngepresja=6) ; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.

54



Krzysztof Pietruczuk

4.0

301

25| |
—|— s o Mediana

25%-75%
20t . 1 |T Min-Maks

IL-10 (pg/ml)

051

0.0

ZDROWI LIT VPA

Rycina 42. Poziom cytokiny IL-10 w surowicy u 0séb zdrowych (n,q4.0wi=20) oraz pacjentéw chorych na
CHAD leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym (n;=7, nypa=6); test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0.05.
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Rycina 43. Poziom IL-6 w surowicy u oséb zdrowych (n,4.wi=20) oraz pacjentéw chorych na CHAD

(Nremisia=7, Ngepresja=6) ; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 44. Poziom cytokiny IL-6 w surowicy u 0séb zdrowych (n,q4.0.i=20) oraz pacjentéw chorych na
CHAD leczonych weglanem litu lub kwasem walproinowym (n;=7, nypa=6); test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0.05.

4.4. Ocena wptywu lekéw normotymicznych na proliferacje limfocytéw T.

Proliferacje populacji limfocytéw T CD4" i CD8" oceniano z uzyciem barwnika VPD 450 metodg
DCT opisang w Materiale i Metodach w rozdziale 3.3.5. Analiza plikéw cytometrycznych zostata
dokonana przy uzyciu programu FlowJo natomiast wyliczenia poszczegdlnych parametréw proliferacji
zostaty dokonane programem PROGENY (rozdziat 3.5).

Rycina 45 przedstawia przyktadowe wykresy pokazujace liczby podziatéw limfocytéw CD4" po
72 (4 podziaty) i 120 godzinach (5 podziatdow) stymulacji konkanawaling A. Natomiast rycina 46
pokazuje przyktadowe histogramy przedstawiajgce wptyw lekdw normotymicznych na proliferacje
tych komodrek. Weglan litu w stezeniu 2 mM powoduje zwiekszenie liczby podziatéw po 120
godzinach z 5 do 7. Natomiast kwas walproinowy w stezeniu 100ug/ml powoduje zmniejszenie liczby

podziatéw do 2 w 72 i 4 w 120 godzinie hodowli komdrkowej.
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Rycina 45. Ocena proliferacji limfocytéw CD4" metodg DCT. Histogramy oraz dot-ploty obrazujg ilo$é

podziatéw badanej populacji po stymulacji konkanawaling A po hodowli 72 (A) i 120 (B) godzinach.

Rycina C poréwnuje ilo$¢ podziatéw po 72 i 120 godzinach (natozone histogramy A i B).
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Rycina 46. Ocena wptywu lekéw normotymicznych na proliferacje limfocytéw CD4'. Wykresy
przedstawiajg przyktadowe histogramy prezentujgce ilos¢ podziatéw badanej populacji po stymulacji
konkanawaling A przez 72 i 120 godziny w obecnosci weglanu lity w stezeniu 2 mM lub kwasu

walproinowego w stezeniu 100 pg/ml.

4.4.1. Poréwnanie parametréow proliferacji limfocytéw T pomiedzy osobami zdrowymi i chorymi na

CHAD.

Zastosowanie metody DCT pozwolito na obliczenie oraz poréwnanie w badanych grupach
nastepujacych paramateréw proliferacyjnych stymulowanych konkanwaling A limfocytéw T CD4" lub
CD8": liczbe podziatdéw przypadajagcych na jedng komodrke, wspdtczynnik proliferacji, odsetek
komorek dzielgcych sie oraz dtugos¢ cyklu komdérkowego.

Na poczatku poréwnywano parametry proliferacyjne limfocytéw CD4" w zaleznosci od fazy
choroby. | tak, liczba podziatéw na komérke w przypadku populacji limfocytéw CD4* chorych z CHAD

byta istotnie nizsza niz u oséb zdrowych, zaréwno w hodowli trwajacej 72 godziny jak i 120 godzin
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(Rycina 47 Al i A2). Przy czym, po 72 godzinach stymulacji spadek w liczbie podziatéw dotyczyt
przede wszystkim chorych znajdujacych sie w fazie remisji, podczas gdy po 120 godzinach rdznica ta
dotyczyta chorych w depresji. Wspétczynnik proliferacji limfocytéw CD4" chorych na CHAD w fazie
depresji byt znamiennie nizszy w poréwnaniu do oséb zdrowych po 72 godzinach stymulacji; po 120
godzinach spadek ten sie utrzymywat, cho¢ nie byt znamienny (Rycina 47 B1 i B2). Po 120 godzinach
spadek wspodtczynnika proliferacji byt istotnie obnizony u pacjentéw w fazie remisji (Rycina 47 B2).
Odsetek proliferujagcych komérek CD4" byt znamiennie obnizony u chorych w fazie depresji w
porownaniu do oséb zdrowych i pacjentow znajdujgcych sie w fazie remisji (Rycina 47 C2). Natomiast
dtugos¢ cyklu komérkowego byta znamiennie wyzsza u chorych z CHAD w poréwnaniu do oséb
zdrowych; dotyczyto to zaréwno oséb w fazie depresji jak i remisji, cho¢ réznice te nie byty
statystycznie istotne (Rycina 47 D).

Nastepnie pordwnano te same parametry w zaleznosci od stosowanego leku. Liczba
podziatéw na komdrke limfocytéw CD4" byt znamiennie nizsza zaréwno u chorych leczonych
weglanem litu jak kwasem walproinowym, co byt szczegdlnie widoczne po 120 godzinach stymulacji
konkanawaling A (Rycina 48 Al i A2). Wspdtczynnik proliferacji tej populacji byt znamiennie nizszy u
chorych przyjmujacych lit w poréwnaniu do oséb leczonych kwasem walproinowym po 72 godzinach
(Rycina 48 B1) a takze do osdb zdrowych po 120 godzinach stymulacji (Rycina 48 B2). Odsetek
proliferujgcych komdérek CD4" byt znamiennie obnizony u chorych leczonych weglanem litu w
poréwnaniu do 0séb zdrowych i pacjentéw leczonych kwasem walproinowym (Rycina 48 C2). W obu
grupach chorych limfocyty CD4" charakteryzowaty sie znamiennie dtuzszym cyklem komdrkowym w
poréwnaniu do oséb zdrowych; przy czym byt on tez dtuzszy u chorych leczonych kwasem

walproinowym w poréwnaniu do pacjentéw leczonych litem (Rycina 48 D).
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Rycina 47. Parametry proliferacji limfocytéw T CD4" u 0séb zdrowych (Nn,gowi=5), oraz chorych na

CHAD (n=9): w fazie depresji (Ngepresa=5) lub w fazie remisji (Nremisia=4). Wykresy przedstawiaja: liczbe

podziatéw na komdrke po 72 godzinach (A1), liczbe podziatéw na komérke po 120 godzinach (A2);

wspotczynnik proliferacji po 72 godzinach (B1), wspdtczynnik proliferacji po 120 godzinach (B2),

procent proliferujgcych po 72 godzinach (C1), procent proliferujgcych po 120 godzinach (C2), dtugosc

cyklu komarkowego (D); test kolejnosci par Wilcoxona; * p < 0,05.
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Rycina 48. Parametry proliferacji limfocytéw T CD4" u 0séb zdrowych (Nn,gowi=5), oraz chorych na
CHAD (n=9): przyjmujgcych weglan litu (n;=5) lub kwas walproinowy (nypa=4). Wykresy
przedstawiajg: liczbe podziatéw na komodrke po 72 godzinach (A1), liczbe podziatéw na komdrke po
120 godzinach (A2); wspotczynnik proliferacji po 72 godzinach (B1), wspdtczynnik proliferacji po 120
godzinach (B2), procent proliferujgcych po 72 godzinach (C1), procent proliferujgcych po 120

godzinach (C2), dtugos¢ cyklu komdrkowego (D); test kolejnosci par Wilcoxona; * p <0,05.
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Ten sam rodzaj analizy statystycznej wykonano dla populacji limfocytéw CD8". Najpierw wiec
poréwnano parametry proliferacyjne tych komérek w zaleznosci od fazy choroby. Liczba podziatéw
na komorke w tej populacji byta istotnie nizsza u chorych z CHAD znajdujacych sie w fazie depresji w
porownaniu do chorych w fazie depresji po 72 godzinach (Rycina 49 Al); po 120 godzinach obie
grupy chorych charakteryzowaty sie nizszg liczbg podziatéw w poréwnaniu do oséb zdrowych (Rycina
49 A2). Z kolei, wspdtczynnik proliferacji limfocytéw CD8" chorych na CHAD, zwfaszcza pacjentéw w
fazie depresji byt znamiennie wyzszy nizszy w poréwnaniu do oséb zdrowych (Rycina 49 B1 i B2). Nie
wykazano statystycznie istotnych réznic w odsetku proliferujgcych komorek pomiedzy badanymi
grupami (Rycina 49 C1 i C2). Natomiast dtugos¢ cyklu komdrkowego, podobnie jak w przypadku
populacji komdrek CD4", byta znamiennie wyzsza u chorych z CHAD w poréwnaniu do oséb zdrowych
(Rycina 49 D).

Nastepnie porédwnano te same parametry w zaleznosci od stosowanego leku. Liczba
podziatéw na komérke limfocytéw CD8" byta znamiennie nizsza zaréwno u chorych leczonych
weglanem litu jak kwasem walproinowym po 120 godzinach stymulacji konkanawaling A (Rycina 50
A2). Wspodtczynnik proliferacji tej populacji byt znamiennie wyzszy u wszystkich chorych w
poréownaniu do oséb zdrowych bez wzgledu na rodzaj stosowanego leku (Rycina 50 B1 i B2). Nie
wykazano statystycznie istotnych réznic w odsetku proliferujgcych komorek pomiedzy badanymi
grupami (Rycina 50 C1 i C2). Limfocyty CD8" chorych z CHAD leczonych kwasem walproinowym
charakteryzowaty sie dtuzszym cyklem komdrkowym w poréwnaniu do osdéb zdrowych oraz

pacjentow leczonych litem (Rycina 50 D).
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Rycina 49. Parametry proliferacji limfocytéw T CD8" u 0séb zdrowych (n,gowi=5), oraz chorych na
CHAD (n=9): w fazie depresji (Ngepresa=5) lub w fazie remisji (Nremisa=4). Wykresy przedstawiaja: liczbe
podziatéw na komdrke po 72 godzinach (A1), liczbe podziatéw na komérke po 120 godzinach (A2);
wspotczynnik proliferacji po 72 godzinach (B1), wspdtczynnik proliferacji po 120 godzinach (B2),
procent proliferujgcych po 72 godzinach (C1), procent proliferujgcych po 120 godzinach (C2), dtugosc

cyklu komarkowego (D); test kolejnosci par Wilcoxona; * p < 0,05.
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Rycina 50. Parametry proliferacji limfocytéw T CD8" u 0séb zdrowych (Nn,gowi=5), oraz chorych na

CHAD (n=9): przyjmujgcych weglan litu (n;=5) lub kwas walproinowy (nypa=4). Wykresy
przedstawiajg: liczbe podziatéw na komodrke po 72 godzinach (A1), liczbe podziatéw na komodrke po
120 godzinach (A2); wspotczynnik proliferacji po 72 godzinach (B1), wspdtczynnik proliferacji po 120
godzinach (B2), procent proliferujgcych po 72 godzinach (C1), procent proliferujgcych po 120

godzinach (C2), dtugos¢ cyklu komdrkowego (D); test kolejnosci par Wilcoxona; * p < 0,05.
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4.4.2. Ocena wptywu lekéw normotymicznych na proliferacje limfocytéw CD4" in vitro.

Podobne oznaczenia parametréw proliferacji limfocytéw wykonano po stymulacji konkawaling
A w obecnosci réznych stezen weglanu litu lub kwasu walproinowego in vitro wedtug schematu
opisanego w Materiale i Metodach w rozdziale 3.3.5.

Rycina 51 przedstawia zaleznos$¢ liczby podziatdw przypadajgcych na jedng komorke
limfocytéw CD4" u oséb zdrowych i pacjentéw z CHAD. Rézne stezenia jondw litu nie wptywajg na
liczbe podziatdéw na komadrke po 72 godzinach u osdb zdrowych, ale znamiennie zwiekszajg ich liczbe
po 120 godzinach — im wyzsze stezenie weglanu litu, tym wieksza liczba podziatéw na komodrek w tej
grupie badanej. Z kolei u chorych widaé, ze wzrost stezenia weglanu litu zwieksza przede wszystkim
liczbe podziatéw na komédrke po 72 godzinach stymulacji, podczas gdy nie wptywa na ten parametr
po 120 godzinach. Ponadto, mozna zauwazy¢, ze limfocyty CD4" chorych na CHAD charakteryzujg sie
znamiennie nizszg liczbg podziatéw przypadajgcych na jedng komodrke po 72 godzinach hodowli z

samg konkanawaling A oraz 120 godzinach hodowli w towarzystwie 2 lub 5 mM jondw litu.
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Rycina 51. Liczba podziatéw na komdrke limfocytéw CD4" po 72 i 120 godzinach u 0séb zdrowych
(n,g4rowi=5) oraz chorych na CHAD przyjmujacych weglan litu (n;=4) w zaleznosci od uzytego stezenia

weglanu litu (0-5 mM), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.

65



Krzysztof Pietruczuk

Z kolei, jak widaé¢ na Rycinie 52 chorzy leczeni kwasem walproinowym charakteryzujg sie
znamiennie nizszg liczbg podziatéw na komérke limfocytéw CD4" w poréwnaniu do oséb zdrowych,
ale tylko po 72 godzinach stymulacji sama konkanawaling A. Limfocyty CD4" 0séb zdrowych
charakteryzujg sie znacznie nizszg liczbg podziatéw przypadajacych na jedng komodrke w obecnosci
zwiekszajgcych sie stezen kwasu walproinowego. U pacjentéw jedynie najwyzsze stezenie (300
pug/ml) kwasu walproinowego znamiennie obniza liczbe podziatéw na komédrke w poréwnaniu do
liczby podziatéw po stymulacji samg konkanawaling A lub konkanawaling A ze 100 pg/ml kwasu
walproinowego. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze limfocyty CD4" 0séb zdrowych charakteryzujg
sie znacznie wyzszg niz komodrki pacjentéw z CHAD liczbg podziatéw w obecnosci samej

konkanawaliny A.
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Rycina 52. Liczba podziatéw na komdrke limfocytéw CD4" po 72 i 120 godzinach u 0séb zdrowych
(n,arowi=5) oraz chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego

stezenia kwasu walproinowego (0-300 pg/ml), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.

Na rycinach 53 i 54 wida¢, ze nie ma rdéznicy w wartosci wspotczynnika proliferacji pomiedzy
grupg kontrolng a chorymi na CHAD leczonymi odpowiednio weglanem litu lub kwasem
walproinowym, ktérych limfocyty CD4" stymulowane byty jedynie konkanawaling A. Nie ma tez
réznicy we wspotczynniku proliferacji w zaleznosci od czasu stymulacji. Weglan litu w rézny sposdb
modyfikuje wspotczynnik proliferacji u oséb zdrowych i chorych na CHAD. Obecnos¢ weglanu litu w
hodowli znamiennie zwiekszata wspoétczynnik proliferacji limfocytéw CD4" oséb zdrowych w 120

godzinie stymulacji, przy czym obydwa stezenia podnosity go do podobnego poziomu (Rycina 53). Z
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kolei, w przypadku chorych leczonych weglanem litu, jony litu w stezeniu 2 mM znamiennie
zmniejszaty wspodtczynnik proliferacji tej populacji komodrek; stezenie 5 mM rdéwniez obnizato
wspotczynnik proliferacji po 72 godzinach, chociaz zmiana ta nie byta statystycznie znamienna. Te
zmiany z kolei, powodowaty znamienng rdznice we wspotczynniku proliferacji w obu badanych
grupach uzyskiwanych po 72 i 120 godzinach.

Tymczasem kwas walproinowy w stezeniu 300 pg/ml obnizat wspdtczynnik proliferacji
limfocytéw CD4+ zardwno osbéb zdrowych jak i chorych leczonych kwasem walproinowym i po 72 i po
120 godzinach stymulacji (Rycina 54).

Hodowla komdrek z weglanem litu nie wptywata na odsetek proliferujgcych limfocytéw CD4*
zarowno w przypadku oséb zdrowych jak i chorych leczonych tym lekiem. Z kolei, kwas walproinowy
w stezeniu 300 pg/ml znaczaco zmniejszat odsetek proliferujgcych komoérek zaréwno w grupie
kontrolnej jak i w grupie chorych na CHAD (Rycina 55). Przy czym, w grupie oséb zdrowych

wystepowata tez istotna réznica w odsetku proliferujgcych limfocytéw CD4" w zaleznosci od czasu

stymulacji kwasem walproinowym.
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Rycina 53. Wspdtczynnik proliferacji limfocytéw CD4" po 72 i 120 godzinach u 0séb zdrowych
(n,4rowi=5) oraz chorych na CHAD przyjmujacych weglan litu (n;=4) w zaleznosci od uzytego stezenia

weglanu litu (0-5 mM), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 54. Wspdtczynnik proliferacji limfocytéw CD4" po 72 i 120 godzinach u 0séb zdrowych

(n,a4rowi=5) oraz chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego

stezenia kwasu walproinowego (0-300 pg/ml), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 55. Odsetek proliferujgcych limfocytéw CD4" po 72 i 120 godzinach u oséb zdrowych

(n,4rowi=5) oraz chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego

stezenia kwasu walproinowego (0-300 pg/ml), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Kolejny parametr, dtugosé cyklu komérkowego limfocytéw CD4" ulegata znacznemu skrdceniu
w obecnosci 5 mM weglanu litu w grupie chorych leczonych tym lekiem (Rycina 56). W grupie
kontrolnej spadek byt niewielki, stgd tez nie byt znamienny statystycznie.

Tymczasem obecnosé kwasu walproinowego w obydwu stezeniach wydtuzata znaczgco dtugosc
cyklu komérkowego zaréwno w grupie kontrolnej, jak i grupie chorych leczonych kwasem (Rycina
57). Poniewaz dtugosé¢ cyklu w sposdéb znaczacy wptywa na wyzej opisane inne parametry cyklu
komérkowego badanych komadrek, dtuzszy cykl komdrkowy ttumaczytby obserwowany spadek liczby
podziatéw na komérke limfocytéw CD4", spadek odsetka proliferujgcych komérek oraz spadek

wspotczynnika proliferacji wykazanych w badanych grupach.
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Rycina 56. Dtugosé¢ cyklu komdérkowego limfocytéw CD4" u 0séb zdrowych (n,gowi=5) 0oraz chorych na
CHAD przyjmujacych weglan litu (n;;=4) w zaleznosci od uzytego stezenia weglanu litu (0-5 mM), test

kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 57. Dtugo$¢ cyklu komérkowego limfocytéw CD4" u 0séb zdrowych (n,gowi=5) oraz chorych na
CHAD przyjmujacych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego stezenia kwasu

walproinowego (0-300 pg/ml), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.

4.4.3. Ocena wptywu lekéw normotymicznych na proliferacje limfocytéw CD8"in vitro.

Te same parametry cyklu komdrkowego analizowane byty w badanych grupach dla populacji
limfocytéw CD8".

| tak, nie wykazano zadnych zmian w liczbie podziatéw na komérke limfocytéw CD8" zaréwno
0s6b zdrowych jak i chorych leczonych weglanem litu w obecnosci jondw litu w réznych stezeniach w
hodowli.

Jak widac na Rycinie 58 chorzy leczeni kwasem walproinowym charakteryzujg sie znamiennie
nizszg liczbg podziatdbw na komodrke limfocytéw CD8* po 120 godzinach stymulacji sama
konkanawaling A w porédwnaniu do oséb zdrowych. Liczba podziatéw w tej badanej grupie spadata
pod wptywem zwiekszajgcych sie stezed kwasu walproinowego; zmiana ta byta statystycznie
znamienna jednak tylko po 72 godzinach stymulacji. Mimo, ze limfocyty CD8" 0séb zdrowych réwniez
charakteryzowaty sie nizszg liczbg podziatdw przypadajgcych na jedng komodrke w obecnosci

zwiekszajgcych sie stezen kwasu walproinowego, zmiany te nie byly statystycznie znamienne.
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Rycina 58. Liczba podziatéw na komorke limfocytéw CD8* po 72 i 120 godzinach u oséb zdrowych
(n,4rowi=5) oraz chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego

stezenia kwasu walproinowego (0-300 pg/ml), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.

Wspétczynnik proliferacji limfocytéw CD8" stymulowanych konkanawaling A chorych na CHAD
leczonych weglanem litu byt po 72 godzinach znamiennie wyzszy w poréwnaniu do oséb zdrowych
(Rycina 59). Chociaz obecnos¢ jonow litu w réznych stezeniach w hodowli wydawata sie nie wptywac
na ten parametr w badanych grupach, mozina byto zauwazyé poglebienie sie rdinicy we
wspotczynniku w zaleznosci od czasu stymulacji badanym lekiem.

Wspodtczynnik proliferacji badanej populacji chorych przyjmujgcych kwas walproinowy byt
réwniez znamiennie wyzszy po 72 godzinach stymulacji konkanawaling A w poréwnaniu do o0soéb
zdrowych (Rycina 60). | podobnie jak w przypadku weglanu litu, obecnosé¢ w hodowli komérkowe;j
zwiekszajgcych sie stezen badanego leku wydaje sie nie wptywaé na ten parametr w badanych

grupach.
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Rycina 59. Wspétczynnik proliferacji limfocytéw CD8" po 72 i 120 godzinach u 0séb zdrowych

(nzgrowi=5) oraz chorych na CHAD przyjmujacych weglan litu (n;=4) w zaleznosci od uzytego stezenia

weglanu litu (0-5 mM), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 60. Wspdtczynnik proliferacji limfocytéw CD8" po 72 i 120 godzinach u oséb zdrowych

(n,4rowi=5) oraz chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego

stezenia kwasu walproinowego (0-300 pg/ml), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Jak widaé na rycinie 61 i 62, nie ma rdznic w odsetku proliferujgcych limfocytéw CD8
pomiedzy grupa kontrolna a chorymi na CHAD leczonymi odpowiednio weglanem litu lub kwasem
walproinowym. Obecnos¢ jondéw litu w hodowli komdrkowej w obydwu zastosowanych stezeniach
bardzo znamiennie obnizyta odsetek proliferujacych limfocytéw CD8" oséb zdrowych po 72
godzinach stymulacji, ale 120 godzinach warto$¢ ta wracata do poziomu obserwowanego po samej
stymulacji konkanawaling (Rycina 61). U chorych na CHAD nie wykazano znaczgcego wptywu weglanu
litu na odsetek proliferujgcych komorek.

Z kolei, kwas walproinowy jedynie w najwyzszym (300 pg/ml) stezeniu obnizat znamiennie
odsetek limfocytéw CD8" 0séb zdrowych po 120 godzinach stymulacji w poréwnaniu do stymulacji
jedynie konkanawaling A (Rycina 62). Natomiast u chorych leczonych kwasem wykazano znamienny
spadek w odsetku tych komédrek jedynie po 72 godzinach stymulacji w pordwnaniu do odsetka
komérek stymulowanych w obecnosci 100 pug/ml kwasu walproinowego.

Zmiany w dtugosci cyklu komérkowego limfocytéw CD8" w obecnosci badanych lekéw
normotymicznych byty podobne do zmian w dtugo$¢ cyklu komérkowego limfocytéw CD4’, tzn.
dtugosé cyklu komérkowego limfocytéw CD8" ulegata znacznemu skréceniu w obecnosci 2 i 5 mM
weglanu litu w grupie chorych leczonych tym lekiem (Rycina 63). W grupie kontrolnej skrécenie cyklu
komérkowego byto statystycznie znamiennie w obecnosci 5 mM jondw litu. Z kolei obecnos¢ kwasu
walproinowego w obydwu stezeniach wydtuzata znaczaco dtugos¢ cyklu komdérkowego zaréwno w

grupie kontrolnej, jak i grupie chorych leczonych kwasem walproinowym (Rycina 64).
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Rycina 61. Odsetek proliferujgcych limfocytéw CD8" po 72 i 120 godzinach u o0séb zdrowych

(n,4rowi=5) oraz chorych na CHAD przyjmujgcych weglan litu (nypa=5) w zaleznosci od uzytego stezenia

weglanu litu (0-5 mM), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 62. Odsetek proliferujacych limfocytéw CD8" po 72 i 120 godzinach u o0séb zdrowych

(n,4rowi=5) oraz chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego

stezenia kwasu walproinowego (0-300 pg/ml), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 63. Dtugosé cyklu komdérkowego limfocytéw CD8* u 0séb zdrowych (n,q.0wi=5) oraz chorych na
CHAD przyjmujacych weglan litu (nypa=5) w zaleznosci od uzytego stezenia weglanu litu (0-5 mM),

test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 64. Dtugos¢ cyklu komdérkowego limfocytédw CD8" u 0séb zdrowych (n,gowi=5) 0oraz chorych na
CHAD przyjmujacych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego stezenia kwasu

walproinowego (0-300 ug/ml), test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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4.5. Ocena wptywu lekéw normotymicznych na apoptoze PBMC.

Apoptoze indukowang aktywacjg (ang. activation induced cell death, AICD), ktdra jest
konsekwencjg stymulacji PBMC konkanawaling A, jak i indukowang czynnikami proapoptotycznymi
(kamptotecyng oraz nadtlenkiem wodoru) oceniano dwoma réznymi metodami: za pomocg barwnika

JC-1 lub aneksyny V z jodkiem propidyny (PI) opisanymi w Materiatach i Metodach w rozdziale 3.3.7.

4.5.1. Ocena wptywu lekéw normotymicznych na apoptoze PBMC oséb zdrowych in vitro.

Na wstepie oceniono wptyw lekdw normotymicznych na apoptoze indukowang aktywacjg
PBMC os6b zdrowych. Barwienie z uzyciem JC-1 wykazato, ze weglan litu dodany do $rodowiska
hodowlanego wykazujg silne dziatanie cytoprotekcyjne w zakresie stezen 1-4 mM; najwieksze
stezenie jondéw litu (5 mM) wykazuje natomiast dziatanie proapoptotyczne (Rycina 65). Oznaczanie
apoptozy aneksyng V dato podobne wyniki; weglan litu w stezeniach 1-3 mM dziata cytoprotekcyjnie
na badane komérki, natomiast stezenie 5 mM — proapoptotycznie (Rycina 68).

Nastepnie komodrki hodowano w obecnosci czynnikdw proapoptotycznych: kamptotecyny lub
nadtlenku wodoru. Kamptotecyna powodowata znaczny wzrost odsetka komédrek apoptotycznych, co
potwierdza zaréwno barwienie z uzyciem JC-1, jak i aneksyng V; w obu przypadkach obserwowano
znamiennie statystycznie cytoprotekcyjne dziatanie jonéw litu (Ryciny 66 i 69). Cytoprotekcyjny
wptyw weglanu litu jest jednak ograniczony, poniewaz odsetek komdrek apoptotycznych nie osigga
wartosci obserwowanych przy braku kamptotecyny w hodowli (Rycina 66).

Stosujgc jako czynnik wywotujgcy smieré komodrki nadtlenek wodoru otrzymujemy rdzne
wyniki w zaleznosci od stosowanej metody oznaczenia apoptozy. Barwienie z uzyciem JC-1 wykazato,
ze weglan litu w stezeniu 1-3 mM obniza odsetek komdrek apoptotycznych, podczas gdy najwyzsze
stezenie 5mM podwyzsza odsetek komdrek apoptotycznych (Rycina 67). Barwienie z uzyciem
aneksyny V wykazato, ze jony litu w stezeniu 3-5mM powodujg wzrost odsetka komorek

apoptotycznych (Rycina 70).
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Rycina 65. Odsetek PBMC ulegajgcych apoptozie indukowanej aktywacjg w zaleznosci od uzytego

stezenia weglanu litu (0-5mM). Barwienie z uzyciem JC-1, n,q,0wi=10; test kolejnosci par Wilcoxona, *

p<0,05.
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Rycina 66. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej kamptotecyng w zaleznosci od uzytego stezenia

weglanu litu (0-5mM). Barwienie z uzyciem JC-1, n,q0wi=10; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 67. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej nadtlenkiem wodoru w zaleznosci od uzytego

stezenia weglanu litu (0-5mM). Barwienie z uzyciem JC-1, n,q0wi=10; test kolejnosci par Wilcoxona, *

p<0,05.
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Rycina. 68. Odsetek PBMC ulegajgcych apoptozie indukowanej aktywacjg w zaleznosci od uzytego

stezenia weglanu litu (0-5mM). Barwienie z uzyciem aneksyny V, n,q.owi=10; test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 69. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej kamptotecyng w zaleznosci od uzytego stezenia

weglanu litu (0-5mM). Barwienie z uzyciem aneksyny V, n,q4.0.i=10; test kolejnosci par Wilcoxona, *

p<0,05.
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Rycina 70. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej nadtlenkiem wodoru w zaleznosci od uzytego

stezenia weglanu litu (0-5mM). Barwienie z uzyciem aneksyny V, n,4owi=10; test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.
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Barwienie z uzyciem JC-1 wykazato, ze kwas walproinowy wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne
w szerokim zakresie stezern 50-200 pg/ml. Dotyczy do zaréwno apoptozy indukowanej sama
aktywacja (Rycina 71), jak i indukowanej kamptotecyng (Rycina 72) lub nadtlenkiem wodoru (Rycina
73). Jednak w stezeniu 300 pg/ml kwas walproinowy nie obniza odsetka komdrek apoptotycznych
(Rycina 71) a nawet go zwieksza w obecnosci kamptotecyny lub nadtlenku wodoru (Rycina 72 i 73).

Oznaczanie apoptozy z uzyciem aneksyny V wykazato, ze kwas walproinowy obniza odsetek
komodrek apoptotycznych jedynie w stezeniu 50 pg/ml. Zastosowanie kwasy walproinowego w
stezeniu 120-300ug/ml zwieksza odsetek komodrek apoptotycznych (Rycina 74). W obecnosci
kamptotecyny kwas walproinowy obniza odsetek komdrek apoptotycznych w stezeniu 50-100 pg/ml;
w wyzszych stezeniach nie zmienia odsetka komodrek apoptotycznych (Rycina 75). W obecnosci
nadtlenku wodoru kwas walproinowy réwniez obniza odsetek komdrek apoptotycznych w stezeniu

50-100 pg/ml, ale w wyzszych stezeniach dziata proapoptotycznie na badane komarki (Rycina 76).
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Rycina 71. Odsetek PBMC ulegajgcych apoptozie indukowanej aktywacjg w zaleznosci od uzytego
stezenia kwasu walproinowego (0-300 pg/ml). Barwienie z uzyciem JC-1, n,q0wi=10; test kolejnosci

par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 72. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej kamptotecyng w zaleznosci od uzytego stezenia
kwasu walproinowego (0-300 pg/ml). Barwienie z uzyciem JC-1, n,qowi=10; test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 73. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej nadtlenkiem wodoru w zaleznosci od uzytego
stezenia kwasu walproinowego (0-300 pg/ml). Barwienie z uzyciem JC-1, n,q0wi=10; test kolejnosci

par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 74. Odsetek PBMC ulegajgcych apoptozie indukowanej aktywacjg w zaleznosci od uzytego
stezenia kwasu walproinowego (0-300 pg/ml). Barwienie z uzyciem aneksyny V, n,qowi=10; test

kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 75. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej kamptotecyng w zaleznosci od uzytego stezenia
kwasu walproinowego (0-300 pg/ml). Barwienie z uzyciem aneksyny V, n,qowi=10; test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 76. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej nadtlenkiem wodoru w zaleznosci od uzytego

stezenia kwasu walproinowego (0-300 pg/ml). Barwienie z uzyciem aneksyny V, n,qowi=10; test

kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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4.5.2. Poréwnanie wptywu lekéw normotymicznych na apoptoze PBMC oséb zdrowych i chorych in

vitro.

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie, jak leki normotymiczne wptywajg na apoptoze
PBMC u o0séb chorych na CHAD. Komoérki chorych leczonych weglanem litu byty inkubowane w
obecnosci wybranych stezen jonéw litu, natomiast komodrki chorych leczonych kwasem
walproinowym byty odpowiednio traktowane wybranymi stezeniami kwasu walproinowego.

Barwienie z uzyciem JC-1 nie wykazato rdznic pomiedzy odsetkiem komérek ulegajgcych
apoptozie indukowanej aktywacjg pomiedzy osobami zdrowymi a chorymi na CHAD leczonymi
weglanem litu. Zastosowanie jonéw litdw w stezeniu 2 mM powodowato spadek odsetka komédrek
apoptotycznych zaréwno u zdrowych, jak i chorych na CHAD, przy czym spadek ten byt zdecydowanie
nizszy u pacjentéw (Rycina 77). Stezenie 5 mM weglanu litu nie powodowato wzrostu odsetka
komoérek apoptotycznych u chorych (Rycina 77). Kamptotecyna indukuje znamienny wzrost odsetka
komoérek apoptotycznych u pacjentdw w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 78). Weglan litu w
stezeniu 2 mM nie wykazuje dziatanie cytoprotekcyjnego; w stezeniu 5 mM uwidacznia sie jego
dziatanie proapoptotyczne, poniewaz zwieksza sie odsetek komérek apoptotycznych u pacjentéw
(Rycina 78). Zastosowanie nadtlenku wodoru jako czynnika indukujgcego apoptoze rowniez indukuje
istotny wzrost odsetka komorek apoptotycznych u pacjentéw w porédwnaniu do grupy kontrolnej
(Rycina 79). Weglan litu w stezeniu 2 mM w obu grupach badanych wykazuje proporcjonalny spadek
odsetka komérek apoptotyczych, w stezeniu 5 mM obniza odsetek komdrek apoptotycznych jedynie
u chorych na CHAD (Rycina 79).

Barwienie aneksyng V wykazato, ze odsetek komédrek ulegajgcych apoptozie indukowanej
aktywacja jest znamiennie wyzszych u chorych na CHAD w poréwnaniu do oséb zdrowych a weglan
litu w stezeniu 2 mM dziata cytoprotekcyjnie w obydwu grupach badanych (Rycina 80). Jony litu w
stezeniu 5 mM obnizajg tez znamiennie odsetek komdrek apoptotycznych ale tylko u chorych na
CHAD (Rycina 80). W obecnosci kamptotecyny, weglan litu w stezeniu 2 mM istotnie obniza odsetek
komérek apoptotycznych w obydwu grupach badanych; jony litu w stezeniu 5 mM obnizajg odsetek
komérek apoptotycznych jedynie u chorych na CHAD (Rycina 81). Stosujgc barwienie aneksyng V
wykazano réwniez, ze nadtlenek wodoru bardzo znamiennie zwieksza odsetek komdrek
apoptotycznych u pacjentdéw w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 82). Weglan litu w stezeniu 5

mM u o0séb zdrowych zwieksza odsetek komaérek apoptotycznych (Rycina 82).
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Rycina 77. Odsetek PBMC ulegajgcych apoptozie indukowanej aktywacjg u oséb zdrowych (n,g,owi=10)
oraz chorych na CHAD przyjmujacych weglan litu (n;=6) w zaleznosci od uzytego stezenia weglanu

litu (0, 2 lub 5 mM). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 78. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej kamptotecyng u oséb zdrowych (n,g.owi=10) oraz
chorych na CHAD przyjmujgcych weglan litu (n;;=6) w zaleznosci od uzytego stezenia weglanu litu (O,

2 lub 5 mM). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 79. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej nadtlenkiem wodoru u oséb zdrowych
(nzgarowi=10) oraz chorych na CHAD przyjmujacych weglan litu (n;=6) w zaleznosci od uzytego stezenia

weglanu litu (0, 2 lub 5 mM). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.

30

[ . ‘
1
25 ¢ *
y .
N | .
O E3
E 20 ¢ 1 m Mediana
g D marane
In-Maks
< .
—
2 50 1 [] ZDROWI
i B cHaD
o
E
o 10 + 1
¥
=&
5 L
0

0 2 5 [Li+] (mi)

Rycina 80. Odsetek PBMC ulegajgcych apoptozie indukowanej aktywacjg u oséb zdrowych (n,g.owi=10)
oraz chorych na CHAD przyjmujacych weglan litu (n;=6) w zaleznosci od uzytego stezenia weglanu

litu (0, 2 lub 5 mM). Barwienie z uzyciem aneksyny V; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 81. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej kamptotecyng u oséb zdrowych (n,q,0wi=10) oraz
chorych na CHAD przyjmujgcych weglan litu (n;;=6) w zaleznosci od uzytego stezenia weglanu litu (O,

2 lub 5 mM). Barwienie z uzyciem aneksyny V; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 82. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej nadtlenkiem wodoru u osdéb zdrowych
(n,4rowi=10) oraz chorych na CHAD przyjmujgcych weglan litu (n;;=6) w zaleznosci od uzytego stezenia
weglanu litu (0, 2 lub 5 mM). Barwienie z uzyciem aneksyny V; test kolejnosci par Wilcoxona, *

p<0,05.

87



Krzysztof Pietruczuk

Podobng analize wykonano dla chorych na CHAD przyjmujacych kwas walproinowy, przy czym
z hodowli PBMC zastosowano tez odpowiedni lek normotymiczny. Zastosowanie barwnika JC-1 nie
wykazato rdznicy pomiedzy odsetkiem komodrek ulegajacych apoptozie indukowanej aktywacja
pomiedzy osobami zdrowymi a chorymi na CHAD leczonymi kwasem walproinowym. Spadek odsetka
komoérek apoptotycznych obserwowano jedynie u oséb zdrowych w obecnosci kwasu walproinowego
w stezeniu 100 pg/ml (Rycina 83). Zastosowanie kamptotecyny jako czynnika proapoptotycznego
powodowato znamienny wzrost odsetka komarek apoptotycznych u chorych na CHAD w pordéwnaniu
do oséb zdrowych. Kwas walproinowy w stezeniu 100 pg/ml obnizato odsetek komdrek
apoptotycznych w obu badanych grupach; jednak byt on znamienny tylko u oséb zdrowych (Rycina
84). Kwas walproinowy w stezeniu 100 pg/ml w obecnosci nadtlenku wodoru obnizat odsetek
komérek apoptotycznych u oséb zdrowych a w stezeniu 300 pg/ml podwyzszat w obydwu grupach
badanych (Rycina 85).

Barwienie aneksyng V wykazato, ze odsetek komodrek ulegajacych apoptozie indukowanej
aktywacjg jest znamiennie wyzszych u chorych na CHAD leczonych kwasem walproinowym w
poréwnaniu do 0s6b zdrowych a obecnos$¢ kwasu walproinowego w stezeniu 300 pg/ml, zwiekszato
odsetek komdrek apoptotycznych; przy czym tylko u oséb zdrowych byta to statystycznie istotna
zmiana (Rycina 86). W obecnosci kamptotecyny kwas walproinowy w stezeniu 100 pg/ml wykazywat
znamienne dziatanie cytoprotekcyjne zaréwno u oséb zdrowych, jak i chorych (Rycina 87). Natomiast
w obecnosci nadtlenku wodoru kwas walproinowy w stezeniu 100 pug/ml istotnie obnizat a w stezeniu

300 pg/ml zwiekszat odsetek komdrek apoptotycznych w obu badanych grupach (Rycina 88).
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Rycina 83. Odsetek PBMC ulegajacych apoptozie indukowanej aktywacjg u oséb zdrowych (n,g,04i=10)
oraz chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego stezenia
kwasu walproinowego (0, 100 lub 300 pg/ml). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 84. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej kamptotecyng u oséb zdrowych (n,gwi=10) oraz
chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego stezenia kwasu
walproinowego (0, 100 lub 300 pg/ml). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par Wilcoxona, *

p<0,05.
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Rycina 85. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej nadtlenkiem wodoru u oséb zdrowych
(n,4rowi=10) oraz chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego
stezenia kwasu walproinowego (0, 100 lub 300 pg/ml). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 86. Odsetek PBMC ulegajgcych apoptozie indukowanej aktywacjg u oséb zdrowych (n,g,0wi=10)
oraz chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego stezenia
kwasu walproinowego (0, 100 lub 300 pg/ml). Barwienie z uzyciem aneksyny V; test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 87. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej kamptotecyng u oséb zdrowych (n,g0wi=10) oraz
chorych na CHAD przyjmujacych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego stezenia kwasu
walproinowego (0, 100 lub 300 pg/ml). Barwienie z uzyciem aneksyny V; test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.

a0

‘ . |

40 + :
| ] i
| m Mediana

*
[125%-75%

| &
| *
30 . 1 I Min-Maks
. [ ] ZDROWI
B cHaD

20

% KOMOREK W APOPTOZIE

0 100 300 VPA (pg/ml)
Rycina 88. Odsetek PBMC w apoptozie indukowanej nadtlenkiem wodoru u oséb zdrowych
(n,4rowi=10) oraz chorych na CHAD przyjmujgcych kwas walproinowy (nypa=5) w zaleznosci od uzytego
stezenia kwasu walproinowego (0, 100 lub 300 pg/ml). Barwienie z uzyciem aneksyny V; test

kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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4.6. Ocena wptywu lekéw normotymicznych na apoptoze komorek linii MOLT-4.

Podobng ocene wptywu lekéw normotymicznych wykonano z uzyciem komérek linii MOLTA4. |
tak, barwienie z uzyciem JC-1 wykazato, ze weglan litu wykazuje znamiennie istotne dziatanie
proapoptotyczne na komoérki MOLT-4 w stezeniach 2 i 5 mM (Rycina 89). Kamptotecyna istotnie
zwieksza odsetek apoptotycznych komdérek MOLT (Rycina 90). Sole litu w stezeniu 3-5 mM obnizajg
odsetek komérek apoptotycznych jednak nie do poziomu obserwowanego przy braku kamptotecyny
w hodowli (Rycina 90). Nadtlenek wodoru rdwniez zwieksza odsetek apoptotycznych komérek MOLT
(Rycina 91). Weglan litu zmniejsza odsetek komérek apoptotycznych w stezeniach 1-4 mM (Rycina
91).

Z kolei, barwienie z uzyciem aneksyny V wykazato, ze weglan litu w stezeniach 1-4 mM
znamiennie zmniejsza odsetek apoptotycznych komérek MOLT-4 (Rycina 92). Kamptotecyna istotnie
zwieksza odsetek komérek apoptotycznych a obecnos$¢ weglanu litu w stezeniach 1 i 2 mM redukuje
ten efekt (Rycina 93). Natomiast w obecnosci nadtlenku wodoru weglan litu w stezeniach 4 i 5 mM

bardziej zwieksza odsetek komdrek apoptotycznych (Rycina 94).
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Rycina 89. Odsetek apoptotycznych komdrek MOLT-4 w obecnosci roznych stezen weglanu litu (0-5

mM). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 90. Odsetek komérek MOLT-4 w apoptozie indukowanej kamptotecyng w obecnosci réznych

stezen weglanu litu (0-5 mM). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 91. Odsetek komdrek MOLT-4 w apoptozie indukowanej nadtlenkiem wodoru w obecnosci
roznych stezen weglanu litu (0-5 mM). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par Wilcoxona, *

p<0,05.
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Rycina 92. Odsetek apoptotycznych komérek MOLT-4 w obecnosci réznych stezen weglanu litu (0-5

mM). Barwienie z uzyciem aneksyny V; test kolejnosci par Wilcoxona, * p<0,05.
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Rycina 93. Odsetek komdérek MOLT-4 w apoptozie indukowanej kamptotecyng w obecnosci réznych
stezen weglanu litu (0-5 mM). Barwienie z uzyciem aneksyny V; test kolejnosci par Wilcoxona, *

p<0,05.
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Rycina 94. Odsetek komdrek MOLT-4 w apoptozie indukowanej nadtlenkiem wodoru w obecnosci
roznych stezen weglanu litu (0-5 mM). Barwienie z uzyciem aneksyny V; test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.

Barwienie z uzyciem JC-1 wykazato, ze kwas walproinowy w stezeniach 50-300ug/ml nie
zmienia odsetka apoptotycznych komoérek MOLT-4 (Rycina 95). W obecnosci kamptotecyny kwas
walproinowy zmniejszat odsetek komdrek apoptotycznych; im wieksze stezenie kwasu, tym wiekszy
spadek jest obserwowany (Rycina 96). W obecnosci nadtlenku wodoru kwas walproinowy réwniez
istotnie zmniejsza odsetek komérek apoptotycznych (Rycina 97).

Z kolei, zastosowanie aneksyny V wykazato wzrost odsetka apoptotycznych komérek MOLT-4
wprost proporcjonalny do zastosowanego stezenia kwasu walproinowego (Rycina 98). Kwas
walproinowy zmniejszat odsetek komérek apoptotycznych w hodowlach poddanych dziataniu
kamptotecyny w sposdb zalezny od stezenia VPA (Rycina 99). Z kolei w obecnosci nadtlenku wodoru

kwas walproinowy znamiennie zwiekszat odsetek komadrek apoptotycznych (Rycina 100).
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Rycina 95. Odsetek apoptotycznych komodrek MOLT-4 w obecnosci réinych stezern kwasu

walproinowego (0-300 ug/ml). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par Wilcoxona.
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Rycina 96. Odsetek komdérek MOLT-4 w apoptozie indukowanej kamptotecyng w obecnosci réznych
stezenn kwasu walproinowego (0-300 pg/ml). Barwienie z uzyciem JC-1; test kolejnosci par

Wilcoxona, * p<0,05.
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5. DYSKUSJA

Psychoneuroimmunologia juz od okoto trzydziestu lat bada powigzania pomiedzy mdzgiem,
zachowaniem a uktadem immunologicznym. Rézne badania epidemiologiczne pokazujg, ze zaréwno
stres psychologiczny jak i wystepowanie depresji czy innych choréb psychicznych wigze sie ze
zwiekszong zachorowalnoscig na niektére choroby somatyczne i co za tym idzie ze zwiekszong
Smiertelnoscig [96]. Do najczestszych chordb towarzyszacych nalezg: nowotwory, cukrzyca typu 2,
choroby uktadu krazenia, uktadu oddechowego czy choroby neurologiczne [30, 96]. Stwierdzono
rowniez, ze pod wptywem silnego stresora, jakim moze by¢ na przyktad zatoba po stracie bliskiej
osoby, moze dochodzi¢ do spadku odpowiedzi komdrkowej limfocytéw aktywowanych mitogenem
oraz redukcji aktywnosci komérek NK [30].

Jedng z gtdwnych teorii psychoneuroimmunologii jest zdolnos¢ do wzajemnego
,porozumiewania sie” uktadu nerwowego i immunologicznego a co za tym idzie mozliwosc
wywierania wptywu przez stan psychiki na funkcje uktadu odpornosciowego i odwrotnie. Komorki
uktadu odpornosciowego wptywajg na dziatanie uktadu nerwowego miedzy innymi poprzez
produkcje cytokin, ktére mogg wptywaé na funkcjonowanie komérek mdézgu, na funkcjonowanie osi
HPA oraz procesy behawioralne [33]. Jest to zwigzane chociazby z obecnoscig receptorow dla IL-1 w
neuronach podwzgdrza i hipokampa [97]. Jako przyktad wptywu cytokin na zachowanie moze tu
postuzy¢ terapia interferonem, ktéry jest stosowany miedzy innymi w leczeniu choréb wirusowych,
np. wirusowego zapalenia watroby typu C. Jednym z powikfan leczenia interferonem, moze by¢
miedzy innymi depresja, uposledzenie funkcji poznawczych czy zaburzenia uwagi [98]. Ttumaczy sie
to wptywem INF-o. na ukfad serotoninergiczny poprzez oddziatywanie na metabolizm tryptofanu.
Spadek poziomu tryptofanu jest spowodowany wzrostem jego katabolizmu do kinureiny. Sugeruje sie
rowniez, ze wywotane objawy depresyjne wynikajg ze spadku stezenia serotoniny na obwodzie i w
madzgu co jest prawdopodobnie zwigzane ze zmianami w transkrypcji transportera 5-HT i nasileniem
wychwytu zwrotnego serotoniny [51, 98]. Jak zostato wspomniane we Wstepie narzady limfatyczne
sg unerwione, co prowadzi do tworzenia sie potgczen przypominajacych synapsy pomiedzy
komérkami uktadu immunologicznego a zakonczeniami nerwowymi, ktére uwalniajg do przestrzeni
synapsy rézne chemiczne mediatory dla ktérych komérki odpornosciowe majg na swojej powierzchni
receptory [33]. Jako przyktady efektéow dziatania uktadu nerwowego na immunologiczny mozna
wymieni¢: nasilenie migracji, chemotaksji i fagocytozy oraz proliferacji przez substancje P [33];
hamowanie proliferacji limfocytéw T przez GABA [41]; hamowanie proliferacji i wptyw na
dojrzewanie tymocytéw przez NA; wzrost wytwarzania cytokin typu humoralnego jak np. IL-10 [99].

Najlepiej przebadanym, przyktadem, kontroli sprawowanej przez mézg (takze przez zachodzace w
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mozgu procesy behawioralne) nad uktadem immunologicznym i jego odpowiedziami na zmiany
biologiczne w ukfadzie nerwowym i endokrynnym jest szeroko pojety stres. Jednym z przyktadowych
badan nad wptywem stresu na uktad odpornosciowy jest badanie studentéw podczas sesji
egzaminacyjnej. W badaniach tych zaobserwowano spadek aktywnosci komérek NK, zmniejszenie
odsetka limfocytow T, oraz spadek wytwarzania interferonu [33]. Uktad immunologiczny jest bardzo
wrazliwy na stres psychologiczny. Zmiany w jego funkcjonowaniu pod wptywem takiego stresu
ujawniajg sie najczesciej w postaci immunosupresji. Zwieksza sie wtedy podatnos¢ organizmu na
rozne choroby w tym gtéwnie infekcyjne, bakteryjne, alergiczne, autoimmunologiczne i
nowotworowe [33, 60].

Prace te potwierdzajg, ze istnieje Scisty zwigzek pomiedzy uktadem nerwowym a immunologicznym.
Pokazujg réwniez, stan psychiczny pacjenta moze mieé swoje odzwierciedlenie w funkcjonowaniu
uktadu odpornosciowego.

Jak wynika z danych literaturowych coraz czesciej zaburzenia nastroju jak depresja czy choroba
afektywna dwubiegunowa rozpatrywane sg pod kagtem udziatu procesédw a nawet choréb zapalnych.
Odkrywane sg wzajemne interakcje pomiedzy procesem zapalnym a zaburzeniami nastroju. Dlatego
tez wiaczenie srodkdw przeciwzapalnych do leczenia tych choréb psychicznych wydaje sie by¢
obiecujgce [100].

Wyniki niniejszej pracy potwierdzajg zwigzek aktywacji uktadu immunologicznego z obecnoscia
choroby afektywnej dwubiegunowej. Przy poréwnaniach oznaczanych fenotypéw: CD3'CD4°,
CD3*CD8*, CD4*CD25*, CD4'CD197", CD4'CD154%, CD8'CD154" oraz indeksu CD4*/CD8* byli brani pod
uwage wszyscy chorzy na CHAD, jak rowniez poszczegdlne grupy wytonione po podziale ze wzgledu
na przyjmowany lek jak i ze wzgledu na faze choroby. Badania wykazaty, ze odsetek limfocytow
pomocniczych jest wyzszy u oséb z CHAD w fazie depresyjnej w pordwnaniu ze zdrowymi. Z kolei
odsetek limfocytéw cytotoksycznych jest zdecydowanie nizszy u pacjentéw bez wzgledu ma faze
choroby czy stosowane leczenie. To z kolei powoduje istotne zwiekszenie stosunku komdérek CD4* do
CD8" u 0sdb chorych (we wszystkich badanych grupach) w poréwnaniu ze zdrowa kontrola.

Do antygendw uwazanych za markery aktywacyjne, ktére w tej pracy byly oznaczane, nalezg
antygeny CD25, CD197 oraz CD154. Antygen CD25 jest podjednostka alfa receptora dla interleukiny 2
(IL-2R), ktéry obecny jest miedzy innymi na aktywowanych limfocytach T i B [101]. Jego rola polega
przede wszystkim na nasileniu aktywnosci proliferacyjnej stymulowanego limfocytu [102, 103]. W
pracy wykazano wzrost odsetka komérek CD25" wérdd limfocytéw CD4" u 0séb chorych na CHAD, w
szczegblnosci u pacjentdéw w fazie depresji. Z kolei pacjenci bedacy w remisji charakteryzowali sie
poziomem limfocytéw o tym fenotypie pordwnywalnym do zdrowej kontroli, a zastosowane leczenie

nie miato wptywu na ten parametr. Uzyskane wyniki potwierdzajg nasze poprzednie obserwacje
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wzrostu odsetka komérek CD25" w populacji limfocytdw u pacjentéw chorujacych na depresje [104].
Nalezy przy tym zwrdci¢ uwage na to, ze antygen CD25 moze by¢ markerem aktywacji, ale w tej
populacji znajduje sie takze grupa komodrek regulatorowych, ktére majg za zadanie kontrolowad
nadmierng aktywacje limfocytow T [105].

Do ekspresji markera aktywacji CD197 (CCR7) dochodzi na wielu komdrkach uktadu
immunologicznego, miedzy innymi na limfocytach T i B naiwnych (dziewiczych), komdrkach pamieci
oraz dojrzatych komadrkach dendrytycznych [106]. Jego ligandami sg czgsteczki chemokin CCL19 i
CCL21 znajdujace sie miedzy innymi na fibroblastach (komadrkach siateczkowatych) oraz komaérkach
dendrytycznych [106, 107]. Jego rola polega miedzy innymi na aktywacji limfocytéow T i B, kontroli
nad migracja komdrek pamieci do weztdw chtonnych oraz stymulowaniu dojrzewania komdrek
dendrytycznych [107]. Prezentowane wyniki wykazaty, ze odsetek aktywnych limfocytéow o fenotypie
CD4'CD197" wzrasta u chorych z remisjg choroby w pordéwnaniu zaréwno do oséb zdrowych jak i
pacjentéw znajdujgcych sie w fazie depresyjnej. Prawdopodobnie moze to miec¢ znaczenie w
utrzymaniu homeostazy organizmu. Podobnie, jak w przypadku antygenu CD25 zastosowane leczenie
nie miato wptywu na odsetek limfocytéw o tym fenotypie.

Czasteczka CD154 (CD40L) jest ligandem dla antygenu powierzchniowego CD40 znajdujacego
sie na limfocytach B, ktdry nalezy do receptoréw rodziny czynnika martwicy nowotworu (TNF) [108].
Antygen ten wystepuje na wielu typach komérek, miedzy innymi aktywowanych limfocytach T CD4" i
CD8", aktywowanych przez IL-2 komdrkach NK, monocytach [108]. Odgrywa on kluczowa role w
aktywacji odpowiedzi typu humoralnego; interakcje pomiedzy czgsteczkg CD154 a czasteczka CD40
odgrywajg kluczowa role dla proliferacji i réznicowania limfocytow B, w powstawaniu komdrek
antygenowo-specyficznych, aktywacji komérek prezentujgcych antygen oraz pobudzaniu sekrecji
cytokin (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a) [108]. U pacjentow znajdujgcych sie w fazie remisji dochodzi do
wzrostu odsetka zaréwno komérek o fenotypie CD4°CD154" jak i CD8'CD154" w pordéwnaniu do
zdrowych oraz chorych w depresji. Podobnie, jak w przypadku dwdch poprzednich markerow
aktywacji limfocytéw zastosowane leczenie nie miato wptywu na odsetek limfocytéw o tym fenotypie
[108]. Funkcje limfocytéw B w chorobie afektywnej dwubiegunowej jak na razie nie zostaty
okreslone, wymagajg dalszych badan, a w literaturze na razie brak konkretnych danych na ten temat.

Zahamowanie proliferacji limfocytéw T moze wynikaé z wptywu neuroprzekaznikéw takich jak
na przyktad noradrenalina. W literaturze brak jak dotychczas konkretnych danych na temat ktéra
subpopulacja limfocytéw T wzrasta a ktéra maleje w przebiegu CHAD. Prezentowane wyniki pokazujg
wyrazny spadek limfocytéw CD8+ u chorych. Jednym gtéwnych zadan limfocytéw cytotoksycznych
CD8+ jest przy pomocy receptora TCR (T cell receptor) rozpoznawanie i niszczenie potencjalnych

komérek nowotworowych ([109]. Do substancji, ktére s zdolne do blokowania reakcji
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cytotoksycznych zaliczamy miedzy innymi IL-10 — ta cytokina i podobnego typu substancje wydzielane
sg przez guzy nowotworowe w ramach tak zwanej ucieczki spod nadzoru immunologicznego [109]. W
przedstawionych tu badaniach pokazujemy, ze CHAD towarzyszy réwniez wzrost IL-10, co moze
wyjasnia¢ fakt redukcji odsetka komodrek cytotoksycznych — limfocytéw CD8+ i  czestsze
wystepowanie zaréwno infekcji wirusowych jak i choréb nowotworowych u pacjentéw z CHAD [60].

W literaturze spotykamy sie z niewielka liczbg opracowan na temat fenotypu limfocytéow T u

0s6b chorych na CHAD i przede wszystkim dotyczg one pacjentéw znajdujgcych sie w fazie remisji.
Wyniki badan réznych autoréw nie zawsze sie potwierdzajg, czego przyktadem sg oznaczenia odsetka
komérek regulatorowych CD4°CD25FoxP3" (ang. regulatory T cell, Treg). Wedtug badan Drexhage i
wsp. z 2011 roku procent tych komérek nie ulega zmianie u chorych na CHAD. Jednak po podziale
pacjentdéw i oséb z grupy kontrolnej ze wzgledu na wiek zaobserwowano, ze u oséb chorych ponizej
40 roku zycia dochodzi do wzrostu odsetka limfocytéw o tym fenotypie [110]. Z kolei Hartmann do
Prado i wsp. w pracy z 2013 roku pokazuje, ze odsetek komdrek regulatorowych spada u oséb z
CHAD w pordéwnaniu ze zdrowymi [111]. Pojedyncze prace w ktérych badano markery aktywacji
limfocytéw T, wykazaty wzrost odsetka komdrek CD3'CD25" oraz CD3"CD71" bez zmian w odsetku
komérek o fenotypie CD3'CD69" u chorych w remisji [112]. Wiekszo$¢ wynikéw tych badan oraz
wyniki wtasne przemawiatyby jednak za wystepowania zjawiska aktywacji limfocytéw T w przebiegu
choroby afektywnej a brak zmian w subpopulacji CD3'CD69" nalezatoby ttumaczy¢ faktem, iz jest to
choroba przewlekta.
Wzrost odsetka komodrek z antygenem aktywacyjnym CD154 moze powodowaé aktywacje i
réznicowanie sie limfocytdw B, a co za tym idzie odpowiada za mozliwe nasilenie odpowiedzi
humoralnej [113]. Wzrost IL-10 oraz spadek odsetka limfocytéw CD8+, ktéry wykazano w pracy zdaje
sie to potwierdzaé. CD154 ma tez wtasciwosci plejotropowe w odniesieniu do apoptozy, ktére zalezg
od rodzaju komoérki, z ktérg wchodzi w interakcje [113].

We wszystkich cytowanych wyzej badaniach brali udziat pacjenci z CHAD bedacy w fazie
remisji. Tymczasem w prezentowanej pracy badaniem byli objeci nie tylko pacjenci w okresie remisji
ale réwniez w fazie depresyjnej, co pozwolito zbada¢ zachowanie uktadu immunologicznego w
zaleznosci od aktualnej fazy CHAD. Uczestnicy badania zostali réwniez lepiej dobrani pod katem
stosowanej terapii; byty to osoby na monoterapii — chorzy przyjmowali albo weglan litu albo kwas
walproinowy. Grupy badane w prezentowanych publikacjach byty leczone catym dostepnym
spektrum stosowanych w tej chorobie lekédw. Moze to by¢ przyczyng pewnych rozbieznosci w
badaniach. Oczywiscie kwestia zmian w fenotypie limfocytéw w przebiegu choroby afektywnej
dwubiegunowej nadal wymaga dalszych badan. Jednak z powyzszych danych mozna wyciggna¢ dwa

gtdwne wnioski. Po pierwsze, chorzy na CHAD charakteryzujg sie zmianami w fenotypie limfocytéw T

102



Krzysztof Pietruczuk

wskazujgcymi na aktywacje uktadu immunologicznego. Po drugie, zmiany te sg charakterystyczne dla

samej choroby a nie dla stosowanych w terapii lekdw i mogg by¢ zalezne od fazy choroby.

Liczba doniesien, w ktdrych badano poziomy cytokin u pacjentéw chorych na CHAD wydaje sie
by¢ wieksza i co za tym idzie zagadnienie to jest lepiej przebadane niz omawiane fenotypy
limfocytéw w tej chorobie. Pierwsze prace na temat cytokin w CHAD pojawity sie na poczatku XXI
wieku. Jedng z pierwszych na ten temat jest badanie przeprowadzone przez naukowcow z Grecji w
2004 [114]. Autorzy oznaczali stezenia INF-y, IL-2, IL-6 oraz IL-10 zaréwno w surowicy jak i w
supernatantach po hodowli z mitogenem u pacjentéw przed leczeniem litem jak i po 3 miesiecznej
kuracji. Oznaczajgc te parametry metodg ELISA w surowicy otrzymali wartosci nie mierzalne — zbyt
niskie. Natomiast badanie poziom cytokin w supernatantach po hodowli limfocytéw w obecnosci
fitohemaglutyniny (PHA) metodg ELISPOT wykazato, ze komérki pacjentéw przed leczeniem litem
charakteryzowaty sie nasilong produkcjg wymienionych wyzej cytokin, a po 3 miesigcach terapii
poziom ten znacznie spadat, co byto istotne statystycznie [114]. W innym doswiadczeniu
zaobserwowano u chorych w fazie maniakalnej w supernatantach po hodowli komérek w obecnosci
mitogenu wzrost IL-6 oraz TNF-a przy jednoczesnym spadku IL-4 w poréwnaniu z osobami zdrowymi
[115]. Autorzy nie wykazali réznic w poziomie IL-2 oraz INF-y. Po szesciu tygodniach leczenia réznymi
normotymikami (litem, VPA lub litem z VPA) dochodzito do spadku jedynie IL-6 [115]. Prace O’Brien i
wsp. wykazaty, ze IL-6 wrasta w fazie maniakalnej, natomiast w fazie depresji pozostaje niezmieniona
[116]. Tymczasem poziom IL-8 oraz TNF-a wzrasta zaréwno w depresji jak i manii, podczas gdy
stezenie IL-10 pozostaje bez zmian w poréwnaniu ze zdrowg kontrolg [116].

Wszystkie wymienione prace prezentujg wyniki uzyskane metodg immunoenzymatyczng -
ELISA. Obecnie coraz czesciej siega sie do bardziej zaawansowanych metod, jakim jest na przyktad
oznaczanie poziomu cytokin przy uzyciu cytometrycznej metody CBA (ang. cytometric bead array).
Oznaczanie cytokin metodg CBA umozliwia jednoczesny pomiar do 6 biatek w matej objetosci
materiatu (50ul) co daje oszczednos$¢ zardwno probki biologicznej jak i kosztéw w pordwnaniu z
testem ELISA [117, 118]. W pracy Ondigo z 2012 roku odnosnie standaryzacji metody CBA oraz
poréwnania jej z metodg testéw ELISA autor zwraca uwage na wiekszg doktadnos¢ i wiarygodnosé
testu CBA [119]. Badania wykonywane przy uzyciu CBA uznaje sie za konkurencyjne do oznaczen
immunoenzymatycznych. Metoda CBA ma takze szerszy zakres czutosci pomiaru niz ELISA; w
niektérych przypadkach CBA pozwala na wykrywanie cytokin w prébkach w ktérych ich stezenie jest
niewykrywalne dla testéw ELISA [120]. Jedna z pierwszych prac stosujgcych metode CBA do
oznaczen cytokin u oséb chorych na CHAD ukazata sie w 2009 roku. Badano w niej w surowicy

pacjentéw cytokiny takie jak: IL-2, IL-6, IL-4, IFN-y, TNF-a, w ktérych wykazano wzrost poziomu IL-2,
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IL-4 i IL-6 u pacjentdw w manii w pordwnaniu ze zdrowa kontrolg [124]. Natomiast w fazie
depresyjnej dochodzito do wzrostu IL-6, a w remisji zaobserwowano wzrost IL-4 [124]. W poziomach
pozostatych cytokin (IL-10, INF-y, TNF-a) autorzy nie zaobserwowali zadnych istotnych zmian [121]. Z
kolei, Guloksuz i wsp. w 2010 wykazali, ze u oséb w trakcie terapii litem dochodzi do istotnego
zwiekszenia TNF-ao w poréwnaniu do chorych nie leczonych zwigzkami litu oraz zwieksza sie poziom
IL-4 w poréwnaniu do zdrowej kontroli [122].

Jak mozna zauwazy¢, brak jest spdjnych danych na temat produkcji cytokin przez komorki
uktadu immunologicznego w przebiegu CHAD. Wyniki przedstawiane w prezentowanej pracy
czesciowo potwierdzajg wyniki niektdrych autoréw. Dotyczy to gtdwnie IL-6, ktdrej poziom byt wyzszy
u 0séb z CHAD w pordwnaniu z kontrolg, w szczegdlnosci w grupie pacjentéw znajdujgcych sie w
fazie remisji. Ponadto, wykazano, ze poziom IL-6 jest podwyzszony u chorych leczonych weglanem
litu. Z kolei poziom TNF nie ulegat zadnym istotnym zmianom w zaleznosci od fazy choroby czy
zastosowanego leczenia, co jest zgodne z obserwacjami Brietzke i wsp. [121]. Dane literaturowe
przedstawiajg rézne wyniki prawdopodobnie w zaleznosci od metody pomiaru i materiatu w ktérym
TNF byt oznaczany.

Zadna z wymienionych prac nie wykazata wzrostu poziomu IL-10, cytokiny, ktéra w
prezentowanych wynikach jest znamiennie podwyzszona u chorych z CHAD zaréwno w fazie
depresyjnej, jak i w remisji bez wzgledu na rodzaj przyjmowanego leku. IL-10 jest cytoking o
wiasciwosciach  anty-zapalnych, hamuje odpowiedZz immunologiczng typu komdrkowego
przestawiajac ja w kierunku humoralnym, co jest wynikiem jej zdolnosci do pobudzania wzrostu i
réznicowania limfocytéw B [35].

IL-17A jest produkowana przede wszystkim limfocyty Th17 a takze limfocyty Tyd i jej gtdwna
rola polega na promowaniu reakcji zapalnej gtdwnie przez pobudzenie produkcji wielu réznych
cytokin i chemokin, miedzy innymi IL-6, IL-1B, TGF-B, TNF-a czy IL-8 [56]. Poziom IL-17A, ktéry byt
badany przez Hartman do Prado i wsp., byt nizszy u pacjentéw z CHAD w remisji w poréwnaniu do
grupy kontrolnej [111]. Prezentowane w pracy wyniki potwierdzajg te dane; co wiecej, pokazujg iz
niski poziom IL-17A dotyczy nie tylko fazy remisji ale rowniez depresji.

Uzyskane wyniki sugerujg, posrednio ze u chorych z CHAD istotng role moze odgrywac
odpowiedz humoralna zwigzana gtéwnie z aktywacjg limfocytow B i produkcjg przeciwciat. Po
pierwsze, wszyscy pacjenci charakteryzujg sie niskim odsetkiem limfocytéw CD8*, ktére
odpowiedzialne sg za odpowiedz typu komdrkowego. Po drugie, limfocyty T pacjentdw znajdujgcych
sie w fazie remisji charakteryzujg sie wzrostem odsetka komérek z antygenem CD154, ktory petni
istotng role w aktywacji odpowiedzi humoralnej indukujac rdéznicowanie, proliferacje i produkcje

przeciwciat przez limfocyty B [113]. Co wiecej, antygen ten jest tez odpowiedzialny za pobudzenie
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produkcji IL-6 i 1L-10 [113], ktérych podwyzszony poziom stwierdzono u badanych chorych. Za
przesunieciem odpowiedzi immunologicznej w kierunku odpowiedzi humoralnej moze takze
Swiadczy¢ fakt, ze u oséb chorych na CHAD stwierdza sie czestsze wspotwystepowanie chordb o
podtozu autoimmunologicznym [123].

Konieczne s3 jednak dodatkowe badania takie jak oznaczenie stezenia przeciwciat immunoglobulin
oraz ocena funkcji limfocytow B, dzieki ktérym mozna by byto tg teze potwierdzic.

W chwili obecnej brak jest konkretnych danych literaturowych dotyczacych zdolnosci
proliferacyjnych limfocytéw T u chorych z CHAD tym bardziej z zastosowaniem metody DCT, ktéra
pozwala na doktadne oznaczenie kilku parametrow cyklu komdrkowego jednoczesnie [85]. Young i
wsp. w swojej pracy pogladowej z 2009 roku odnos$nie mechanizmu dziatania soli litu wspominaja, ze
lek ten powoduje spadek liczby limfocytéw T, ale réwnoczesnie wzmacnia funkcje tych komérek
[125]. Prezentowane badania wykazaty, ze parametry proliferacyjne limfocytéw T CD4" i CD8"
chorych na CHAD rdznig sie w zaleznosci od fazy choroby oraz stosowanego leku. Limfocyty T
pacjentdéw charakteryzuja sie nizszg liczbg podziatéw przypadajgcych na jedng komoérke; dotyczy to
zwtaszcza limfocytdw chorych znajdujacych sie w fazie depresji. Ostabiong odpowiedz proliferacyjng
limfocytéw opisywano juz u chorych na depresje w latach 90-tych ubiegtego wieku [125, 126]. Moze
by¢ to zwigzane wiasnie ze wzrostem odsetka komodrek CD4'CD25" obserwowanych zaréwno u
pacjentéw z depresjg [104], jak i u chorych na CHAD znajdujacych sie w fazie depresji, co
zademonstrowalismy w tej pracy.

Obie populacje limfocytéw CD4" i CD8" chorych z CHAD charakteryzujg sie tez dtuzszym cyklem
komérkowym w poréwnaniu do oséb zdrowych; dotyczy to zwtaszcza chorych leczonych kwasem
walproinowym. Jest to o tyle istotne, ze im dfuzej trwa cykl komdrkowy danej komorki, tym mniejsza
jest efektywnosé proliferacyjna danej populacji, co moze mieé odzwierciedlenie, na przyktad, w ilosci
wykonanych podziatdéw komdrkowych, a w konsekwencji w ostatecznej liczbie komdrek
efektorowych . Poniewaz funkcje komadrek mikrogleju zwigzane sg miedzy innymi z monitorowaniem
stanu mikrosrodowiska komérek OUN i aktywacja mikrogleju wigze sie ze wzrostem poziomu
czynnikéw petnigcych funkcje immunologiczne mozemy doszukiwa¢ sie pewnych analogii w
zachowaniu sie mikrogleju i komodrek uktadu odpornosciowego [127]. W roku 2009 Orre i wsp.
wykazali, ze przewlekte leczenie weglanem litu prowadzi do zmniejszenia szybkosci proliferacji
komoérek glejowych [128]. Poniewaz wiele z proceséw biologicznych zachodzacych w mdzgu przy
chorobach natury psychicznej ma swoje odzwierciedlenie we wtasciwosciach komérek PBMC, mozna
pokusic¢ sie o stwierdzenie, ze wyniki opublikowane przez Orre i wsp. oraz wyniki prezentowane w tej
pracy wzajemnie sie potwierdzajg. Dotyczy to oczywiscie jedynie efektéw leczenia litem. Co do

wtasciwosci kwasu walproinowego i jego zdolnosci do zmniejszania liczby podziatéw komdrkowych
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oraz wydtuzania cyklu komérkowego limfocytéw czy jakichkolwiek innych komdérek, jest to
prawdopodobnie konsekwencjg hamowania dziatania deacetylazy histonowej (HDAC), co prowadzi
do zahamowania cyklu komdrkowego w fazie G1/S a w wyzszych stezeniach takze w fazie G2/M [29].
Natomiast mechanizm dziatania litu na cykl komorkowy do tej pory nie jest poznany.

Doswiadczenia in vitro, w ktdrych inkubowano PBMC pacjentéw oraz oséb zdrowych z réoznymi
stezeniami badanych normotymikow, potwierdzajg cze$s¢ z tych obserwacji, np. spadek liczby
podziatéw czy wydtuzenie cyklu komérkowego pod wptywem kwasu walproinowego. Jednak zdarzaty
sie tez pewne rozbieznosci, jak cho¢by w przypadku dziatania litu na liczbe podziatéw komérkowych
czy dtugos¢ cyklu komérkowego limfocytdw u oséb zdrowych i pacjentéw, zwtaszcza w obecnosci
duzej dawki, ale takze w obecnosci dawki odpowiadajgcej stezeniu terapeutycznemu osigganemu we
krwi u pacjenta. Rowniez kwas walproinowy w dawce znaczaco przekraczajgcej wartosci
terapeutyczne zmniejszat znaczaco odsetek proliferujacych komérek CD4". Jest to prawdopodobnie
zwigzane z faktem, ze w hodowli komdrkowej lit, ale tez kwas walproinowy dziata jedynie na same
PBMC, podczas gdy we krwi, poza komérkami uktadu odpornosciowego, leki te rozktadajg swoje
dziatanie réwniez na inne komérki.

O ile, limfocyty CD4" chorych na CHAD, zwtaszcza tych leczonych weglanem litu,
charakteryzowaty sie nizszym wspdtczynnikiem proliferacji, to wspdtczynnik proliferacji limfocytéow
CD8" pacjentéw z depresjg badz leczonych litem lub kwasem walproinowym byt zdecydowanie
wyzszy niz u oséb zdrowych. Mogtoby by¢ to wynikiem efektu kompensacyjnego, tzn. przy spadku
odsetka proliferujgcych komdérek CD4’, limfocyty CD8" dzielg sie bardziej intensywnie, aby utrzymaé
homeostaze uktadu immunologicznego, co byto juz opisywane w literaturze [129]. Jednoczes$nie nie
obserwujemy wzrostu odsetka proliferujagcych komérek CD8" u tych chorych. W zwigzku z tym
bardziej prawdopodobne jest, ze wzrost wspodfczynnika proliferacji jest konsekwencjg
cytoprotekcyjnego dziatania litu lub kwasu walproinowego. Potwierdzajg to badania apoptozy PBMC
in vitro, w ktérych wykazano, ze lit oraz kwas walproinowy zmniejszajg odsetek komdrek
apoptotycznych w zakresie dawek terapeutycznych, co wykazano u oséb zdrowych. Co wiecej,
wydaje sie, ze lit dziata wybidrczo na limfocyty CD8", poniewaz wspétczynnik proliferacji limfocytéw
CD4" byt u chorych leczonych tym lekiem zdecydowanie nizszy; przy tym wyjsciowo odsetek komérek
apoptotycznych u chorych CHAD byt na podobnym poziomie jak u oséb zdrowych badz wyzszy w
zaleznosci od uzytego czynnika indukujgcego Smieré komdrkowa, ale poniewaz apoptoza byta badana

w catej populacji PBMC, nie jestesmy w stanie potwierdzi¢ tej tezy.

Apoptoza limfocytéw T w przebiegu CHAD i wptyw lekdw normotymicznych na ten proces to

kolejne zagadnienie, ktore wymaga dalszych badan. Dane literaturowe raczej skapo wypowiadajg sie
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na ten temat, cho¢ wydawatoby sie, ze proces apoptozy jest juz dos¢ przebadany. Jak sie jednak
okazuje nie w kontekscie CHAD; opublikowano do tej pory zaledwie dwie publikacje omawiajace
szczegbtowo ten temat. Bei i wsp. w 2009 roku opisali swoje badania procesu apoptozy limfocytéw w
przebiegu CHAD, nie poprzez bezposrednie oznaczanie odsetka komodrek apoptotycznych, ale
posrednio poprzez wykazanie wzrostu poziomu cytochromu c w cytoplazmie i translokacje biatka Bax
[87]. Natomiast w najnowszej pracy z roku 2014 autorzy badali proporcje PBMC pacjentow
znajdujacych sie w fazie remisji i zaobserwowali oni wzrost odsetka komorek we wczesnej apoptozie
u chorych z CHAD w pordéwnaniu do zdrowej kontroli [84]. Autorzy jako metode badawczg
zastosowali barwienie aneksyng V oraz Pl; za wczesng apoptoze przyjeli komorki aneksyna(+)/PI(-), za
pding apoptoze — aneksyna(+)/PI(+) [84]. W prezentowanej pracy wczesna apoptoza byta oznaczana
gtéwnie poprzez ocene zmiany potencjatu mitochondrialnego w komdrce. Barwienie aneksyng V jako
metoda do oceny wczesnej apoptozy jest przy obecnych mozliwosciach badawczych bardzo zgrubne,
gdyz méwi ono juz o procesach zachodzacych w btonie komdrkowej, podczas gdy barwienie z
uzyciem JC-1 méwi nam o zmianach w potencjale mitochondrialnym, ktére to zmiany sg obecnie
uwazane za pierwsze oznaki zachodzgcego procesu apoptozy [130]. Zastosowanie rdznych
schematéw doswiadczalnych (autorzy wymienionych prac nie stymulowali komérek), metod
badawczych oraz wybér réznych grup pacjentéw nie pozwala na dobre poréwnanie uzyskanych w
pracy wynikow. Generalnie, wydaje sie, ze PBMC chorych z CHAD, zaréwno leczonych weglanem litu,
jak i kwasem walproinowym, zdecydowanie w wiekszej ilosci ulegajg apoptozie indukowanej badz
samg aktywacja, badZ czynnikiem stymulujgcym smieré komdrkowg, co wykazano stosujac zaréwno
barwienie z uzyciem JC-1 jak i aneksyny V. Oba leki wykazujg dziatanie cytoprotekcyjne in vitro, ale
gtéwnie w dawkach zblizonych do terapeutycznych. W dawce znacznie przekraczajgce zalecane
stezenie, oba leki nie zmniejszajag odsetka komodrek apoptotycznych, a nawet dziatajg
proapoptotycznie.

Podsumowujac, oba leki dziatajg hamujgco na cykl komérkowy zaréwno limfocytéw CD4" jak i
CD8’, przy czym mechanizm dziatania weglanu litu w dalszym ciggu nie jest doktadnie poznany.
Natomiast oba leki wykazujg dziatanie cytoprotekcyjne wzgledem PBMC gtéwnie w dawkach
terapeutycznych. W dawkach przekraczajgcych dawki terapeutyczne, co zwtaszcza dobrze widaé na
przyktadzie dziatania kwasu walproinowego, mogg mocniej hamowac cykl komérkowy oraz dziataé
nawet proapoptotycznie, zwtaszcza w obecnosci nadtlenku wodoru.

Przedstawione badania, w ktérych wykorzystano pochodzacg z limfocytéw T biataczkowa linie
MOLT-4 wydajg sie wskazywaé na uniwersalny mechanizm dziatania normotymikéw na limfocyty.
Linia komérkowa MOLT-4, ktéra zostata uzyta jako model limfocyta T byta badana pod katem

przebiegu procesu apoptozy w obecnosci badanych lekéw. Zaréwno lit jak i kwas walproinowy w
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metodzie barwienia JC-1 wydajg sie by¢ cytoprotekcyjne w przypadku apoptozy indukowanej sama
aktywacjg jak rdéwniez w obecnosci czynnikdw proapoptotycznych gtéwnie w stezeniach
terapeutycznych lekdw. Zgodnie z powszechnie przyjetym schematem apoptozy pierwsze zmiany
apoptotyczne powinny by¢ obserwowane w mitochondriach (obnizenie sie potecjatu btonowego)
nastepnie w miare trwania procesu dochodzi do zmian w btonie komodrkowej (zaburzenie
asymetrycznego rozmieszczenia fosfatydyloseryny). Niestety schemat ten nie zawsze potwierdza sie
w przedstawionych badaniach. Nie jest to jednak odosobniony przypadek. W literaturze mozemy
spotkac sie z doniesieniem z 2000 roku (Denecker i wsp.) gdzie w badaniach procesu apoptozy na
dwéch liniach komérkowych podczas réwnoczesnego oznaczania utraty potencjatu btonowego
mitochondrium oraz przemieszczania sie fosfatydyloseryny (PS) do warstwy zewnetrznej btony
komoérkowej zaobserwowali ze kolejnosé zdarzen w procesie apoptozy byt odwrotny [131].

Wydaje sie ze zjawisko to mozna jednak wyttumaczyé. Apoptoza moze przebiegac tzw. szlakiem
indukowanym stresem. W szlaku tym dochodzi do zaburzenia homeostazy wapnia oraz biorg w nim
udziat retikulum endoplazmatyczne oraz kaspaza 12 [68]. Jony wapnia mogg stac¢ sie kluczowym
elementem wyjasnienia tej obserwacji, wykazano bowiem, Zze biorg one posredni udziat w
eksternalizacji PS. Biatko skramblaza uczestniczgce w transporcie PS jest aktywowane wtasnie przez
jony wapnia [132]. Réwnoczesnie nalezy zaznaczy¢, ze jak pokazujg badania ptytki krwi i limfocyty
0s6b z CHAD typu | charakteryzujg sie zwiekszonym poziomem wewnatrzkomérkowych jondéw

wapnia, a leczenie litem moduluje jago poziom [133].

Podsumowujac przedstawione wyniki, pacjenci z CHAD charakteryzujg sie istotnymi zmianami
w odsetku podstawowych populacji limfocytéw T CD4" i CD8" ze szczegdlnym uwzglednieniem
ekspresji antygendéw aktywacyjnych na ich powierzchni w poréwnaniu do osoby zdrowej. Ponadto,
zmiany te sg zwigzane przede wszystkim z fazg choroby, w ktérej aktualnie znajdujg sie pacjenci,
podczas gdy zastosowane leczenie wydaje sie nie mie¢ wptywu na status aktywacji limfocytow T.
Natomiast, zwiekszony odsetek komdrek z antygenem CD154 oraz a takze profil cytokin chorych z
CHAD sugeruje, ze w tej chorobie dominujgca role moze odgrywaé odpowiedz humoralna zwigzana
gtéwnie z aktywacjg limfocytéw B i produkcjg przeciwciat.

Stosowane w leczeniu CHAD leki normotymiczne, w szczegélnosci weglan litu i kwas
walproinowy, ktdrych dziatanie byto badane w prezentowanej pracy, wykazujg istotne dziatanie
cytoprotekcyjne na komorki jednojgdrzaste pacjentéw, ale jednoczesnie dziatajg hamujaco na
proliferacje zaréwno limfocytéw CD4", jak i CD8", przy czym ich dziatanie w duzej mierze jest zalezne

od zastosowanej dawki.
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6. WNIOSKI

— Limfocyty T oséb chorych na CHAD wykazujg fenotyp aktywacyjny. Zmiany w fenotypie
wydajg sie by¢ charakterystyczne dla choroby i zalezne od jej aktualnej fazy. Zmiany w

fenotypie nie sg zalezne od stosowanych normotymikdéw.

— Poziomy badanych cytokin: IL-17A, IL-10, IL-6, TNF-a, wskazujg na przewlekty stan zapalny
towarzyszacy CHAD, co wydaje sie charakterystyczne dla choroby a nie dla zastosowanej
terapii. Uzyskane wyniki sugerujg przesuniecie odpowiedzi immunologicznej chorych w

kierunku odpowiedzi Th2.

— U chorych na CHAD obserwowane sg zmiany dynamiki proliferacji limfocytéw CD4+ jak i

CD8+ zalezne od terapii i moggce wptywacd na efektywnos¢ odpowiedzi immunologicznej.

— Limfocyty oséb chorych na CHAD charakteryzujg sie wiekszg wrazliwoscia na czynniki
wywotujace apoptoze niz obserwujemy to u zdrowej kontroli. Badane leki normotymiczne w

stezeniach terapeutycznych wykazujg dziatanie cytoprotekcyjne.
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8. STRESZCZENIE

Psychoneuroimmunologia to mtoda, interdyscyplinarna gatgz nauk biomedycznych, zajmujaca
sie badaniem wzajemnych powigzan trzech uktadéw: nerwowego, endokrynnego i
immunologicznego oraz ich interakcji z psychika.

W pracy badano stan uktadu immunologicznego w przebiegu choroby afektywnej
dwubiegunowej (CHAD) w pordwnaniu do zdrowej kontroli. Analizowany byt fenotyp limfocytéw T
pod katem wybranych markeréw aktywacji. Oceniano stezenia wybranych cytokin w surowicy.
Analizowano parametry proliferacyjne limfocytéw T oraz proces apoptozy tych komoérek i komdrek
linii MOLT-4 uznawanych za model limfocytéw T. Wszystkie te parametry byty poréwnywane nie
tylko pomiedzy zdrowymi a chorymi, ale takze ze wzgledu na faze choroby (depresja lub remisja) oraz
pod katem przyjmowanych lekdw — weglanu litu lub kwasu walproinowego.

W pracy wykazano ze limfocyty T oséb chorych na CHAD wykazujg fenotyp aktywacyjny i zmiany
te wydajg sie by¢ charakterystyczne dla choroby i zalezne od jej aktualnej fazy. Poziomy badanych
cytokin IL-17A, IL-10, IL-6, TNF-o. wskazujg na przewlekty stan zapalny towarzyszacy CHAD oraz
przesuniecie odpowiedzi immunologicznej chorych w kierunku odpowiedzi Th2. U chorych dochodzi
do zmian dynamiki proliferacji limfocytéow zaréwno CD4" jak i CD8", co jest zalezne od stosowanej
terapii i moze wptywaé na efektywno$é odpowiedzi immunologicznej. Limfocyty oséb chorych w
poréwnaniu ze zdrowymi charakteryzujg sie wiekszg wrazliwoscig na czynniki proapoptotyczne,
natomiast leki normotymiczne w stezeniach terapeutycznych wykazujg dziatanie cytoprotekcyjne.

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze witasciwosci i funkcje limfocytéow T w CHAD ulegajg

zmianie, rowniez leki normotymiczne wptywajg na funkcje limfocytow T.
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9. ABSTRAKT

Psychoneuroimmunology is new branch of biomedical studies investigating the complex
interactions between the three integrating systems of the body: the nervous, endocrine and immune
systems and their reciprocal action with the human psyche.

The study investigated selected properties of the immune system in patients with bipolar
disorder (BD) compared to healthy controls. The phenotype of T-lymphocytes including the activation
markers was evaluated along with the serum cytokine profile. Proliferation kinetics of T-lymphocytes
and apoptosis was assessed in ex-vivo cells and in MOLT-4 cell line, which is a model of T-
lymphocytes. All the parameters were compared between the BD patients and healthy controls, in
the BD group also the effect of the phase of the disease (depression or remission) and of the
medication (lithium carbonate or valproic acid) was determined.

T-lymphocytes in BD disorder demonstrated activation phenotype which depends on the phase
of the disease. The levels of the cytokines, IL-17A, IL-10, IL-6, TNF-a,, suggest that BD is accompanied
by the chronic inflammatory response with the immune response shifted towards the Th2 response.
The proliferation dynamics of CD4" and CD8" in BD is altered in a way which depends on the therapy
used and may affect the performance of the immune system. Lymphocytes of patients with BD show
higher susceptibility to proapoptotic factors, while mood stabilisers, in therapeutic concentrations,
show cytoprotective properties.

The results clearly demonstrate BD changes the properties and function of T-lymphocytes which

can also be influenced by normotymic drugs.
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ZAtACZNIK NR 1

DEKLARACJA SWIADOMEJ ZGODY

na uczestnictwo w badaniach
Wptyw lekéw normotymicznych na apoptoze oraz aktywacje komdérek mononuklearnych

krwi obwodowej u pacjentéw z chorobg afektywng dwubiegunowa.

Po zapoznaniu sie z informacjg dla pacjenta oSwiadczam, ze wyrazam zgode na pobranie ode mnie
30 ml krwi w celu wykonania badan laboratoryjnych majgcych na celu ustalenie wptywu lekéw

normotymicznych na apoptoze oraz aktywacje komérek mononuklearnych krwi obwodowej.

data podpis pacjenta

data podpis prowadzacego badania
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ZALtACZNIK NR 2

INFORMACIJA DLA PACIENTA

Celem naszych badan jest odpowiedZz na pytanie czy leki normotymiczne poza udowodnionym
dziataniem stabilizujgcym nastréj wykazujg réwniez dziatanie antyapoptotyczne i cytoprotekcyjne na
limfocyty krwi obwodowej oraz jaki jest wptyw tych lekéw na aktywnos$é proliferacyjng,
cytotoksyczng i sekrecyjng komodrek uktadu odpornosciowego?

Tym samym chcemy udowodni¢ ze istnieje sScisty zwigzek pomiedzy uktadem odpornosciowym a
uktadem nerwowym i hormonalnym.

Pomimo ze badania te nalezg do tzw. badan podstawowych to w przypadku udowodnienia
cytoprotekcyjnego dziatania lekéw normotymicznych leki te mogg zyska¢ dodatkowe zastosowanie
np. w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych.

Udziat pacjenta bedzie polegat na jednorazowym oddaniu 30 ml krwi i rozwigzaniu testéw

dotyczacych nastroju.
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ZALtACZNIK NR 3

PROSZE WYPEtNIAC DRUKOWANYMI LITERAMI - FORMULARZ DLA PACJENTA

pata | | /=L [ J—=[[[[]

Imie i nazwisko: Wiek:

Ptec: MeiczyznaD Kobieta [_| Stan cywilny:

Od kiedy choruje: PESEL:

Papierosy: Tak [ | ile:___ Kawa: Tak [ ] ile:_ Alkohol: Tak [ ] ile:

Nie |:| Nie |:| Nie D

Aktywnos¢ zawodowa

Wyksztatcenie:

Zawdd wykonywany:

Pracujacy/uczacy sie
Uczy sie Pracuje Bezrobotny Rencista / Emeryt rencista

L] L] L] L] L]
od kiedy: od kiedy: od kiedy:

Choroby wspétwystepujace:

Przyjmowane leki (mg/dobe):

Choroby psychiczne w rodzinie:

Uwagi:
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ZALtACZNIK NR 4

pata | | |—[ | J—[ [ []]

Imie i nazwisko:

SKALA DEPRESJI BECKA

Ocena dotyczy ostatniego tygodnia.
W kazdym punkcie nalezy zakreslic¢ tylko jedng odpowied?.

Nie jestem smutny ani przygnebiony.

Odczuwam czesto smutek, przygnebienie.

Przezywam stale smutek, przygnebienie i nie moge uwolnic sie od tych przezyc.

ol I Il

Jestem stale smutny i nieszczesliwy, ze jest to nie do wytrzymania.

Nie przejmuje sie zbytnio przysztoscia.

Czesto martwie sie o przysztosé.

Obawiam sie, ze w przysztosci nic dobrego mnie nie czeka.

Wi N RO

Czuje ze przysztosc jest beznadziejna i nic tego nie zmieni.

Sadze, ze nie popetniam wiekszych zaniedban.

Sadze, ze czynie wiecej zaniedban niz inni.

Kiedy spogladam na to co robitem widze mndstwo btedéw i zaniedban.

wl NP e

Jestem zupetnie niewydolny i wszystko robie Zle.

To co robie sprawia mi przyjemnosé.

Nie cieszy mnie to co robie.

Nic mi teraz nie daje prawdziwego zadowolenia.

el I Bl S

Nie potrafie przezywac zadowolenia i przyjemnosci; wszystko mnie nuzy.

Nie czuje sie winny ani wobec siebie, ani wobec innych.

Dos¢ czesto miewam wyrzuty sumienia.

N

Czesto czuje, ze zawinitem.

w

Stale czuje sie winny.
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0. | Sadze, ze nie zastuguje na kare.

1. | Sadze, ze zastuguje na kare.

2. | Spodziewam sie ukarania.

3. | Wiem, ze jestem karany (lub ukarany).

0. | Jestem z siebie zadowolony.

1. | Nie jestem z siebie zadowolony.

2. | Czuje do siebie niechec.

3. | Nienawidze siebie.

0. | Nie czuje sie gorszy od innych ludzi.

1. | Zarzucam sobie, ze jestem nieudolny i popetniam btedy.
2. | Stale potepiam siebie za popetnione btedy.

3. | Winie siebie za wszystko zto, ktére istnieje.

0. | Nie mysle o odebraniu sobie zycia.

1. | Mysle o samobdjstwie — ale nie mogtbym tego dokonaé.
2. | Pragne odebrac sobie zycie.

3. | Popetnie samobdjstwo, jak bedzie odpowiednia sposobnosc.
0. | Nie ptacze czesciej niz zwykle.

1. | Ptacze czesciej niz dawniej.

2. | Ciggle chce mi sie ptakad.

3. | Chciatbym ptaka¢, lecz nie jestem w stanie.

0. | Nie jestem bardziej podenerwowany niz dawniej.

1. | Jestem bardziej nerwowy i przykry niz dawniej.

2. | Jestem stale zdenerwowany lub rozdrazniony.

3. | Wszystko co dawniej mnie draznito, stato sie obojetne.
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Ludzie interesujg mnie jak dawniej.

Interesuje sie ludzmi mniej niz dawnie;.

Utracitem wiekszos¢ zainteresowan innymi ludzmi.

Utracitem wszelkie zainteresowanie innymi ludzmi.

Decyzje podejmuje fatwo jak dawniej.

Czesciej niz kiedys odwlekam podjecie decyzji.

Mam duzo trudnosci z podjeciem decyzji.

Nie jestem w stanie podjg¢ zadnej decyzji.

Sadze, ze wygladam nie gorzej niz dawniej.

Martwie sie tym ze wyglgdam staro i nie atrakcyjnie.

Czuje ze wygladam coraz gorze;j.

Jestem przekonany, ze wyglagdam okropnie i odpychajgco.

Moge pracowac jak dawnie;.

Z trudem rozpoczynam kazdg czynnosé.

Z wielkim wysitkiem zmuszam sie do zrobienia czegokolwiek.

Nie jestem w stanie nic robié.

Sypiam dobrze jak zwykle.

Sypiam gorzej niz dawniej.

Rano budze sie 1-2 godzin za wczesnie i trudno jest mi ponownie usngc.

Budze sie kilka godzin z wczesnie i nie moge usngac.

Nie mecze sie bardziej niz dawniej.

Mecze sie znacznie tatwiej niz poprzednio.

Mecze sie wszystkim co robie.

Jestem zbyt zmeczony, aby cokolwiek robié.
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0. | Mam apetyt nie gorszy niz dawniej.
1. | Mam troche gorszy apetyt.
" 2. | Apetyt mam wyrazZnie gorszy.
3. | Nie mam w ogdle apetytu.
0. | Nie trace na wadze ciata (w okresie ostatniego miesigca).
1. | Stracitem na wadze wiecej niz 2 kg.
> 2. | Stracitem na wadze wiecej niz 4 kg.
3. | Stracitem na wadze wiecej niz 6 kg.
0. | Nie martwie sie swoim zdrowiem bardziej niz zawsze.
1. | Martwie sie swoimi dolegliwosciami, mam rozstrdj zotgdka, zaparcie, bdle.
! 2. | Stan mego zdrowia bardzo mnie martwi, czesto o tym mysle.
3. | Tak, bardzo martwie sie o swoje zdrowie, ze nie moge o niczym innym mysled.
0. | Moje zainteresowania seksualne nie ulegty zmianom.
1. | Jestem mniej zainteresowany sprawami pfci (seksu).
v 2. | Problemy ptciowe wyraZznie mnie nie interesuja.
3. | Utracitem wszelkie zainteresowania sprawami seksu.

SUMA PUNKTOW:

Tekst zweryfikowano w Instytucie Psychiatrii i Neurologii w Warszawie w 1997 roku.
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pata | | |—[ | J—[ [ []]

Imie i nazwisko:

SKALA DEPRESJI HAMILTONA (HAM-D)

Pytan od 18 do 21 w punktacji nie uwzglednia sie.

1) Nastréj depresyjny.

0. | Nie stwierdza sie.

Ujawniany przez pacjenta dopiero po zapytaniu.

Ujawnia depresje spontanicznie.

Stwierdza sie niewerbalne przejawy depresji (wyraz twarzy; gtos; ptacz).

Bl W N R

2) Poczucie winy.

0. | Nie stwierdza sie.

1. | Poczucie sprawienia zawodu innym, wymowki wobec siebie.

Rozwazania o winie, btedach popetnionych w przesztosci.

Przekonanie ze obecna choroba jest karg, urojenie winy.

BlwWN

Omamy stuchowe o tresci oskarzajacej pacjenta, denuncjujace;j.

3) Zniechecenie do zycia, mysli, tendencje samobdjcze.

0. | Nie stwierdza sie.

1. | Poczucie ze nie warto zy¢.

Pragnienie (zyczenie) $mierci, np. drogg naturalna.

Mysli o samobdjstwie, zamiary.

BlwN

Préby samobdjcze (brac¢ pod uwage jedynie powazne).

4) Zaburzenia zasypiania

0. | Nie stwierdza sie.

Depresja stanowi jedyny typ nastroju ujawniany drogg werbalng i niewerbalna.

1. | Sporadyczne trudnosci z zasypianiem (oczekiwanie na sen ponad 0,5 godziny)

2. | Czeste znaczne trudnosci z zasypianiem.
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5) Sen ptytki, przerywany.

0. | Nie stwierdza sie.

1. | Ptytki niespokojny sen.

Budzenie sie w nocy; opuszczanie tézka (nie ocenia¢ budzenia sie w zwigzku z potrzebami

fizjologicznymi)

6) Wczesne budzenie.

0. | Nie stwierdza sie.

1. | Budzenie sie nad ranem i ponowne zasypianie.

2. | Budzenie sie zbyt wczesne z niemoznoscig ponownego usniecia.

7) Aktywno$¢ ztozona, praca.

0. | Nie stwierdza sie zaburzen aktywnosci.

1. | Poczucie obnizonej wydolnosci, nieche¢ do podejmowania aktywnosci ztozonej.

2. | Utrata zainteresowan i checi do dziatania, wykonywania pracy; hobby.

Zmniejszenie liczby godzin przeznaczonych na aktywnosc¢ ztozong (praca, rozrywki, hobby); w

szpitalu — gdy pacjent zajmuje sie aktywnoscig ztozong ponizej 3 godzin dziennie.

4. | Niezdolnos$¢ do pracy, przerwa w pracy, w oddziale brak przejawdw spontanicznej aktywnosci.

8) Spowolnienie, zahamowanie (myslenia, mowy, uposledzenie koncentracji uwagi, obnizenie

aktywnosci ruchowej w czasie badania)

0. | Nie stwierdza sie.

1. | Nieznacznie.

WyraZne spowolnienie.

Na skutek zahamowania — trudnos$¢ w przeprowadzeniu badania.

BlwWN

Ostupienie.

9) Niepokadj, podniecenie ruchowe.

0. | Nie stwierdza sie.

1. | Zaznaczony niepokdj manipulacyjny.

Wyrazny niepokdj manipulacyjny; przebieranie palcami, bawienie sie wtosami.

Niepokdj ruchowy; niemoznosé przebywania w jednym miejscu.

BlwWN

Podniecenie ruchowe, wykrecanie rgk, obgryzanie paznokci, wyrywanie wtosow, przygryzanie warg.
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10) Lek — objawy depresyjne.

0. | Nie stwierdza sie.

1. | Subiektywne: napiecie, rozdraznienie.

2. | Martwienie sie drobiazgami.

3. | Cechy leku w wyrazie twarzy i w wypowiedziach.

4. | Lek i obawy ujawniane spontaniczne przez pacjenta.

11) Lek — objawy somatyczne.

0. | Nie stwierdza sie.
tagodnie (nieznacznie) nasilone.
2. | Umiarkowanie nasilone.
3. | Znaczne (ciezkie) nasilenie.
4. | Nasilenie bardzo duze, dominuje.

12) Przewéd pokarmowy, brak apetytu, zaparcia.

0. | Nie stwierdza sie.
1. | Brak apetytu, ale pokarmy spozywa bez pomocy personelu.
2. |Jada mato, pod namowg lub przy pomocy personelu, state zaparcia.

13) Objawy somatyczne ogolne.

0. | Nie stwierdza sie.
1. | Uczucie ciezaru w gtowie, karku, barkach, wzmozona meczliwos¢, utrata energii.
2. | Znaczne nasilenie dolegliwosci wymienionych w punkcie 1.

14) Utrata libido, popedu seksualnego, zaburzenia miesigczkowania.

0. | Nie stwierdza sie.
1. | Nasilenie fagodne.
2. | Nasilenie znaczne.
X | Nie dotyczy.
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15) Hipochondria.

0. | Nie stwierdza sie.

1. | Zaabsorbowanie problemem wtasnego ciata.

2. | Nadmierna dbatos¢ o zdrowie, obawy przed choroba.

3. | Narzekanie i skargi na zte zdrowie, zgdanie pomocy, leczenia.
4. | Urojenia hipochondryczne.

16) Ubytek masy ciata.

A | Ocena danych z wywiadu (przesztosc).

0. | Nie stwierdza sie.

1. | Prawdopodobnie wystgpita utrata masy w zwigzku z obecng choroba.
2. | Potwierdzona utrata masy ciata.

B | Ocena stanu aktualnego (oceniac okres 1 tygodnia).

0. | Ponizej 0,5 kg.

1. |Od 0,5 do 1 kg (na tydzien).

2. | Powyzej 1 kg (na tydzien).

17) Krytycyzm (wglad).

0. | Poczucie obecnosci depresji jako choroby (krytycyzm zachowany).

Krytycyzm czesciowo zachowany — poczucie obecnosci choroby; ale jest ona nastepstwem np.
b wadliwej diety; infekcji przemeczenia itp.
2. | Brak krytycyzmu.

18) Wahania dobowe samopoczucia.

A | Obecnos¢ wahan dobowych
0. | Nie stwierdza sie.

1. | Gorzej rano.

2. | Gorzej wieczorem.

B | Nasilenie wahan dobowych.

0. | Nie stwierdza sie.

1. |tagodne.

2. | Wyrazne.
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19) Depersonalizacja, derealizacja.

0. | Nie stwierdza sie.

1. | tagodnie wyrazone.

2. | Umiarkowane nasilenie.
3. | Nasilone znaczne.

4. |Skrajnie ciezkie.

20) Urojenia.

0. | Nie stwierdza sie.
Podejrzliwosé, ksobnosé.
2. | Podejrzliwosé, ksobnosc.
3. | Urojenia ksobne, przesladowcze.
4. | Omamy stuchowe o tresci przesladowczej.

21) Natrectwa, fobie

0. | Nie stwierdza sie.
1. | Umiarkowanie wyrazone
2. | Znacznie nasilone.

SUMA PUNKTOW:
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ZALtACZNIK NRS

pata | | |—[ | J—[ [ []]

Imie i nazwisko:

SKALA MANII YOUNGA

A) Podwyziszony nastroj.

0. | Nie wystepuje.

1. | Nastrdj lekko lub prawdopodobnie podwyzszony w trakcie badania.

Wyrazne subiektywnie odczuwane podwyzszenie nastroju, optymizm, wiara w siebie; rados¢;

stosownie do okolicznosci.

3. | Podwyzszenie nastroju nieadekwatne do okolicznosci, nadmierne poczucie humoru.

4. | Stan euforii; niestosowny smiech, $piewanie.

B) Wzmozona aktywnos$¢ ruchowa/energia

0. | Nie wystepuje.

1. | Subiektywnie odczuwane wzmozone poczucie energii.

2. | Ozywienie; wzmozona gestykulacja.

Przejawy nadmiernej energii; okresowa nadmierna aktywnos¢, niepokdj ruchowy (mozliwy do

opanowania przez chorego).

4. | Pobudzenie ruchowe; ciggta nadmierna aktywnos$¢ (niemozliwa do opanowania przez chorego).

C) Poped seksualny.

0. | Prawidtowy.

1. | Lekko lub prawdopodobnie wzmozony.

2. | Wyrazne wzmozenie popedu seksualnego subiektywnie odczuwane w trakcie badania.

Spontanicznie ujawniane zainteresowanie sprawami seksu, obszerne wypowiedzi na tematy

seksualne, chory sam zgtasza wzmozong aktywnosc¢ seksualna.

Jawne zachowanie seksualne (w stosunku do pacjentéw, personelu lub osoby przeprowadzajgcej

badanie).
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D) Sen.

0. | Chory nie podaje skrdécenia snu.

1. |Sen o godzine krétszy niz normalnie.

Sen o wiecej niz godzine krdétszy niz normalnie.

Chory zgtasza mniejszg potrzebe snu.

Bl W N

Chory zaprzecza, ze odczuwa potrzebe snu.

E) Drazliwos¢

0. | Nie wystepuje.

2. |Subiektywne odczuwanie wzmozone poczucie drazliwosci.

Okresowe przejawy rozdraznienia w trakcie badania, epizody wybuchdéw gniewu lub

rozdraznienia na oddziale w ostatnim okresie.

Czeste przejawy rozdraznienia w trakcie badania, chory przez caty czas zachowuje szorstkos¢ i

lakonicznos$¢ w stosunku do badajgcego.

8. | Chory nastawiony wrogo, odmawia wspotpracy, niemozliwe przeprowadzenie badania.

F) Mowa (szybkosc i fluencja)

0. | Prawidtowa

2. | Subiektywne poczucie nadmiernej rozmownosci.

4. | Chory okresowo moéwi duzo lub szybko, czasami wystepuje gadatliwosc.

Przymus mdéwienia, mowa nadmiernie szybka, znacznie zwiekszona fluencja, trudnosé¢ w

przerywaniu wypowiedzi.

8. | Ciggty potok mowy niemozliwy do przerwania.

G) Formalne zaburzenia myslenia i wypowiedzi.

0. | Nie wystepuja.

1. |Zwiekszona drobiazgowo$é, lekkie rozproszenie watku, szybszy bieg mysli.

Rozproszenie toku myslenia, utrata watku, czesta zmiana tematu, szybkie nastepowanie mysli

jednej za druga.

Gonitwa mysli, przeskakiwanie z tematu na temat, trudno podazy¢ za biegiem mysli, rymowanie,

echolalia.

4. |Inkoherencja (catkowity beztad) mysli, niemozliwe porozumienie z chorym.
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H) Zaburzenia tresci myslenia.

0. | Nie wystepuja.

2. | Stabo uzasadnione (nieracjonalne) plany, nowe zainteresowania.
4. | Nadzwyczajne projekty lub przedsiewziecia, nadmierna religijnosé.
6. |ldee wielkosciowe lub paranoidalne, idee odniesienia (ksobne).

8. | Urojenia, omamy.

1) Zachowania destrukcyjne lub/i agresywne.

0. | Nie wystepuja, chory chetny do wspdtpracy.
2. |Sarkastycznosé, okresowa hatasliwosé, nieufnosé.
4. | Chory zgtasza liczne pretensje, wypowiada grozby pod adresem o0séb na oddziale.
6. | Chory grozi badajacemu, krzyczy, prowadzenie badania jest utrudnione.
8. | Chory agresywny czynnie, niszczy przedmioty, przeprowadzenie badania jest nie mozliwe.
J) Wyglad.
0. | Odpowiedni stréj i uczesanie.
Minimalne zaniedbania.
2. |Srednio nieuczesany, przesadnie ubrany
3. |Rozczochrany, jaskrawo umalowany.
4. | Kompletnie zaniedbany, udziwniony ubidr.
K) Wglad w chorobe.
0. | Nie neguje choroby, zgadza sie na leczenie.
1. | Prawdopodobnie jest chory.
2. | Przyznaje sie do zaburzen ale zaprzecza chorobie.
3. | Prawdopodobnie ma jakies zaburzenia ,ale zaprzecza chorobie.
4. |Zaprzecza zaburzeniom i chorobie.
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ZALtACZNIK NR 6
PROSZE WYPEtNIAC DRUKOWANYMI LITERAMI - FORMULARZ DLA LEKARZA

Lekarz prowadzacy:

pata | | /=L [ J—=[[[[]

Imie i nazwisko: Wiek:
Ptec: MeiczyznaD Kobieta [_| Stan cywilny:
Od kiedy choruje: PESEL:
Poczatek choroby:

Dynamika przebiegu:

Motywacja pacjenta do leczenia:

OPIS STANU PSYCHICZNEGO:

1. Jasna

| 2. Zaburzenia ilosciowe: (sennos$¢, potspigczka,
A | Swiadomos¢
Spigczka)

3. Zaburzenia jakosciowe: (splatanie, majaczenie)

Prawidtowa
Orientacja co do czasu, miejsca, Nieco ostabiona

otoczenia i wiasnej osoby. Znacznie ostabiona

p w N oRE

Zniesiona

Dostosowany do sytuacji
Dystymiczny
C | Nastréj Obnizony (nieznacznie, umiarkowanie, znacznie)

Podwyzszony (nieznacznie, umiarkowanie, znacznie)

uvoR N e

Dysforyczny (gniewliwy)
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1. Prawidtowy
2. Ostabiony, ostupienie (stupor)
3. Wzmozony (pobudzenie)
Naped
4. Ruchy mimowolne, stereotypie, perseweracje,
kompulsje, negatywizm, deficyt lub nadmiar ruchéw
dowolnych.
1. Modulacja prawidtowa, stabo modulowany
Afekt 2. Napiety sztywny, zalegajacy
3. Blady, stepiaty.
1. Prawidtowo wyrazone
2. Nadmiernie wyrazone
Emocje (np. lek, ztos¢, radosc) 3. Stabo wyrazone
4. Labilnos¢ (chwiejnosg)
5. Paratymia, paramimia, parafonia, katatymia.
1. Prawidtowy
Popedy
2. Ostabiony
(np. samozachowawczy,
3. Zniesiony
taknienia, seksualny)
4. Wzmozony
1. Skupienie (prawidtowe, uwaga rozproszona,
Uwaga wielowgtkowosc)
2. Przerzutowos¢
1. Dawna (prawidtowa, ostabiona, luki pamieciowe)
2. Swieza (prawidtowa, ostabiona, luki pamieciowe)
Pamiec
3. Operacyjna (prawidtowa, ostabiona, luki
pamieciowe)
1. Prawidtowa
2. Nieprawidtowa (dyssocjalna, bierno-zalezna, bierno-
Osobowos$¢ agresywna, neurotyczna, charakteropatyczna)
3. Struktura zwarta
4. Rozpad struktury
1. Niezaburzone
Spostrzeganie 2. Ztudzenia
3. Omamy (halucynacje)
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1. Prawidtowe
2. Zaburzenia toku:
L | Myslenie a) ilosciowe: przyspieszenie, zwolnienie
b) jakosciowe: splagtanie
3. Zaburzenia tresci (urojenia)
1. Prawidtowy
M | Krytycyzm 2. Ostabiony
3. Zniesiony
1. Zachowana
Uczuciowo$¢ wyzsza (przyjazn,
N 2. Ostabiona, zubozona
mitos¢, patriotyzm)
3. Zniesiona

UZYSKANE ILOSCI PUNKTOW W SKALACH PSYCHIATRYCZNYCH:

1. Skala Depresji Becka

2. Skala Depresji Hamiltona (HAM-D)

3. Skala Manii Younga

PRZYJMOWANE LEKI (dawki):
1.

2
3.
4

ROZPOZNANIE NA DZIEN BADANIA:

1. Depresja w przebiegu CHAD
Hipomania / Mania w przebiegu CHAD
CHAD - remisja

vk N

Uwagi:

CHAD - szybka zmiana faz, stan mieszany
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