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Peripheral blood mRNA expression of neural stem cell
markers in bipolar disorder and the effect of long-term

lithium treatment
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ABSTRACT

Objectives. Research on stem cells indicates their role
in the pathogenesis of psychiatric disorders and mecha-
nisms of psychotropic drugs. In this study, we evaluated
expression of mRNA markers of neural stem cells (NSCs):
nestin, B3-tubulin and vimentin in peripheral blood of
patients with bipolar disorder (BD) and assessed the
effect of long-term lithium treatment.

Material and methods. Thirty patients with BD were
included (fifteen during remission, with illness duration
minimum 10 years, never treated with lithium, and 15
treated with lithium for 8-40 years, 16 years on aver-
age), and 15 control subjects, matched in terms of sex and
age. Assessment of the mRNA was performed using the
real-time quantitative reverse transcription PCR procedure.
Results. In BD patients never treated with lithium,
the mRNA expression of nestin and B3-tubulin was
significantly higher, compared to the control group. In
lithium-treated patients, the expression of B3-tubulin
was similar to the control group. The mRNA expression
of vimentin was higher in lithium-treated BD patients,
compared to non-lithium-treated patients and the con-
trol group. In the control group, the mRNA expression
of nestin and vimentin correlated negatively with the
number of CD133+ VSELs (very small embryonic-like
stem cells), which was not observed in BD subjects.
Conclusions. The results show a differential mRNA
expression of NSCs markers in BD patients and var-
iable effects of long-term lithium treatment on these
parameters. Increased levels of nestin and B3-tubulin
may indicate excessive regenerative processes occurring
in the course of BD, and long-term lithium treatment may
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inhibit overexpression of B3-tubulin. Elevated mRNA
levels of vimentin in lithium-treated patients may be
related to neuroprotective properties of this ion.

STRESZCZENIE

Cel pracy. Badania nad komérkami macierzystymi wska-
zuja na mozliwo$¢ odgrywania przez nie roli w patoge-
nezie zaburzen psychicznych i mechanizmach dziata-
nia lekéw psychotropowych. W pracy badano ekspresje

mRNA markeréw nerwowych komérek macierzystych

(N'SCs, neural stem cells): nestyny, p3-tubuliny i wimen-
tyny we krwi obwodowej pacjentéw z chorobg afektyw-
na dwubiegunowa (ChAD) oraz efekty dtugotrwatego

leczenia weglanem litu.

Material i metody. Badaniem objeto 30 pacjentéw

z ChAD (15 o czasie trwania choroby minimum 10 lat, ni-
gdy nieleczonych litem i 15 otrzymujacych lit przez okres

8-40 lat, $rednio 16 lat) oraz 15 0séb z grupy kontrolnej,
dobranych pod wzgledem piciiwieku. Analize ekspresji

genéw wykonano przy pomocy techniki ilo§ciowego PCR

czasu rzeczywistego.

Introduction

Research on stem cells in psychiatry begins a new chapter
in the search for understanding of the pathogenesis of
psychiatric disorders and for new therapy methods
(Panchision 2013, Ratajczak et al. 2014a). Stem cells are
capable of renewing themselves and of differentiating
into either progenitor or tissue-specific cells from all
three germ layers, which makes it possible to examine
individual phases of the development of nerve cells. Stem
cells form a developmental continuum consisting of
totipotent, pluripotent, multipotent and unipotent cells.
In terms of their origin, we can distinguish embryonic
and somatic (found in tissues of adult organisms) stem
cells. An adult person has, among others, multipotent
hematopoietic (HSCs), mesenchymal (MSCs) and neu-
ral (NSCs) stem cells, each group characterised by diffe-
rent properties and functions (Roszek and Komoszyniski
2008). They are present in the body in the so-called
niches, from where they can be mobilised to peripheral
blood if tissues and organs need regeneration.

In 2007, a new population of stem cells was discovered,
namely VSELs - very small embryonic-like stem cells (Ku-
cia et al. 2007), which circulate in peripheral blood in
small numbers. They function as a reserve pool of pluri-
potent stem cells involved in regenerative processes of the
body. They are rapidly mobilised in the event of sudden
stress, tissue damage, cardiac muscle ischaemia, stroke,
haemorrhage or infections. However, adverse effects can
be observed if they are excessively mobilised to areas of

Wyniki. U pacjentéw z ChAD nieleczonych litem eks-
presja mRNA nestyny i 3-tubuliny byta istotnie wieksza

niz w grupie kontrolnej. U leczonych litem ekspresja

B3-tubuliny byta podobna do grupy kontrolnej. Ekspre-
sja mRNA wimentyny byla wyzsza w grupie pacjentéw

z ChAD leczonych litem, w poréwnaniu zaréwno z osoba-
mi nieleczonymi litem, jak i grupa kontrolng. W grupie

kontrolnej ekspresja mRNA nestyny i wimentyny kore-
lowata negatywnie z liczba komérek CD133+ VSELSs (very

small embryonic like stem cells), czego nie stwierdzono

u o0séb z ChAD.

Whioski. Wyniki wskazuja na zréznicowang ekspresje

mRNA badanych markeréw NSCs u pacjentéw z ChAD

oraz na odmienny wptyw dlugotrwatego stosowania

litu na te parametry. Podwyzszone wartosci w zakresie

nestyny i f3-tubuliny moga $wiadczy¢ o nadmiernych

procesach regeneracji zachodzacych w przebiegu ChAD,
a dlugotrwate stosowanie litu moze hamowaé nadmierna

ekspresje B3-tubuliny. Wyzsze warto$ci mRNA wimen-
tyny u pacjentéw otrzymujacych lit moga by¢ zwiazane

z neuroprotekcyjnym dziataniem tego jonu.

chronic inflammation (Ratajczak et al. 2010). It is believed
that these cells may play a certain role in the process of
nervous tissue remodelling (Ratajczak et al. 2011).

Most of the research conducted so far on stem cells in
psychiatry focuses on schizophrenia and autism (K4lmén
et al. 2016). In 2014, researchers from Szczecin started
researching the role of VSELs in psychotic disorders
(Kucharska-Mazur et al. 2014). Compared with healthy
people, enhanced mobilisation of for example CD34+
VSELs in peripheral blood of patients with a first psycho-
tic episode was observed, while no significant effect of
antipsychotic treatment on these cells was demonstrated.

One of the research methods concerning stem cells in
psychiatry is the use of induced pluripotent stem cells
(iPSCs). They are obtained from the patient’s somatic cells
(mainly fibroblasts) using transcription factors - such as
OCT-4, SOX2 or Nanog - and retroviral vectors in order
to create neural cell lines that can be tested for changes
in terms of the expression of particular genes. Recently,
reports from several studies have been published, where
the iPSC technique was applied for the purpose of study-
ing the pathogenesis of bipolar disorder (BD) at the level
of neural stem cells, and for the purpose of their further
differentiation (O’Shea and McInnis 2016).

The effect of lithium on stem cells has been described
at the level of hematopoietic (HSCs), mesenchymal
(MSCs) and neural (NSCs) stem cells. An increase in the
number of leukocytes (Radomski et al. 1950) as well as
intensified granulopoesis and megakaryocytopoiesis
in lithium-treated BD patients has been observed for
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along time, which is due to lithium’s effect on HSCs and
to the fact that it stimulates the production of hemato-
poietic growth factors. MSCs proliferation intensifica-
tion was described in the case of low, while inhibition
in the case of high lithium concentrations (Bolton et al.
2008). Based on both in vitro and in vivo studies, Kim
et al. (2004) reported that lithium selectively increased
neuronal differentiation of hippocampal neural progeni-
tor cells. In the animal model of ischaemic stroke (Li et al.
2011), intracerebral haemorrhage (Kang et al. 2012) and
radiation exposure (Huo et al. 2012), a reduced neuronal
loss, increased proliferation and survival of neural pro-
genitor cells as well as reduced cerebral hemisphere
oedema and inflammatory processes were observed after
administering lithium. The data concerning the effects
of lithium on stem cells has been recently reviewed (Fe-
rensztajn-Rochowiak and Rybakowski 2016).

Chen et al. (2014) showed that the neuronal cell lines
in patients with BD were characterised by increased ex-
pression of transcription factors for membrane-bound
receptors and ion channels, mainly related to calcium
signalling and increased expression of genes involved in
ventral fate and GABAergic interneuron differentiation.
The use of lithium altered the way neurons functioned,
mainly by means of reducing calcium concentrations
and decreasing the wave amplitude, which - accord-
ing to the authors - was caused by the WNT pathway
signalling activation. Wang et al. (2014) studied the
model of cellular adhesion of induced neuronal-like
cells (iNLC) obtained from patients with BD. They came
to the conclusion that the cellular adhesion in lithium
nonresponsive patients was lower than in those who
responded well to lithium treatment. Following a fam-
ily-based study of BD patients, Madison et al. (2015)
found significant changes in gene expression associated
with the processes of neurogenesis and neuroplastici-
ty (mainly related to WNT signalling and ion channel
subunits), as well as differentiated neurodevelopmental
phenotypes in neuronal cell lines. These changes could
be reversed by using an inhibitor of the GSK-3 enzyme
(the lithium ion also demonstrates such properties),
which increased the expression of B-catenin and acti-
vated the WNT pathway. Mertens et al. (2015) described
mitochondrial changes and the phenotype of hyperex-
citable hippocampal dentate gyrus-like early neurons
derived from patients with BD using the iPSCs method.
These changes could be reversed by lithium treatment
only in cells derived from patients who responded well
to lithium treatment.

Viswanath et al. (2015) analysed 85 articles in which,
apart from iPSCs, other cellular models were used to
study the pathogenesis of BD (among others B cell lines
or olfactory neuroepithelium cells). The most replicated
findings included abnormalities in calcium signalling
or in the functioning of endoplasmic reticulum, mito-
chondria and membrane ion channels as well as of the

so-called ‘clock’ and apoptosis-related genes. The above

abnormalities seemed to be intensified by cellular stress-
ors (e.g. oxidative stress) and were in most cases reversed

after lithium treatment.

In 2016, we published the first results of research on
the effects of long-term lithium treatment in BD patients
on VSELs (Ferensztajn-Rochowiak et al. 2016). We showed
that in BD subjects not taking lithium, the number of
CD34+ VSELs was significantly higher than in the con-
trol group, and that it correlated with both the duration
of illness and the age of the patients. In lithium-treated
patients the numbers of CD34+ VSELs, CD34+ HSCs, MSCs
and endothelial progenitor cells (EPCs) were similar to
controls, while the number of VSELs correlated negatively
with the duration of lithium treatment and lithium con-
centrations. This indicates that long-term treatment with
lithium may result in normalisation of the number of stem
cells circulating in peripheral blood of BD patients to the
level observed in healthy subjects.

Nestin, B3-tubulin and vimentin are markers of neu-
ral stem cells and early neural progenitors (Kempermann
2006). Nestin is a cellular cytoskeletal protein, a type VI
intermediate filament and one of the most commonly
used NSCs markers (Gilyarow 2008). B3-tubulin is
a marker for immature neurons, common in the central
and peripheral nervous system. Vimentin is also one of
the cytoskeletal proteins, a type III intermediate fila-
ment and a so-called radial glial cell marker (Fanarraga
etal. 1999).

Stem cell surface antigens allow their precise identi-
fication. CD34+ antigen (sialomucin) is characteristic of
stem and progenitor hematopoietic cells; it is involved
in cell adhesion and its expression decreases as the pro-
cess of differentiation and maturation of cells advances.
CD133+ antigen (formerly known as AC133) is also an early
marker of hematopoietic stem cells and may play a role
in the inter-protein contact with the marrow stroma el-
ements (Yin et al. 1997). CD34+ and CD133+ antigens are
also characteristic of developmentally early pluripotent
VSELs, which can be described as two phenotypically dis-
tinct types (Lin-/CD45-/CD45+ and Lin-/CD45-/CD133+).

The study presented herein was aimed to evaluate
the concentrations of mRNA neural stem cell markers -
nestin, B3-tubulin and vimentin - in peripheral blood
of patients with BD and to determine their relationship
to the number of VSELs. The effect of long-term lithium
carbonate treatment on the tested parameters was eva-
luated as well.

Material and methods

Study group

Thirty patients with bipolar disorder in remission, all
of them being treated at the outpatient clinic of the
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Department of Adult Psychiatry, Poznan University of
Medical Sciences, and 15 control subjects, matched in
terms of sex and age, were included in the study.

The group with BD included 15 patients (10 women,
5men) aged 53+7, with illness duration of at least 10 years
(209 years on average, ranging from 10 to 44) and never
treated with lithium: Bipolar Li(-). The patients received
mood stabilisers, including valproic acid (7 persons),
lamotrigine (6 persons) and carbamazepine (3 persons),
as well as antidepressants (9 persons) and antipsychotics
(7 persons).

The second group with BD [Bipolar Li(+)] included
15 patients (10 women, 5 men) aged 55+6, with illness
duration of 24+9 years, treated with lithium carbonate
for 8-40 years (16 years on average). The serum lithium
level was in the range of 0.5-0.8 mmol/L (0.73 mmol/L
on average). Six persons were also additionally treated
with carbamazepine, antidepressants (8 persons) and
quetiapine (3 persons).

The control group consisted of 15 healthy subjects
(10 women, 5 men) at the age of 50+5, with no personal
or family history of psychiatric disorders, matching the
study group in terms of sex and age.

The exclusion criteria included the following factors:
a history of perinatal and developmental disorders, im-
paired glucose tolerance and diabetes, organic damage
to the central nervous system, active/acute phase of an
autoimmune disease, infection, psychoactive drug abuse
and other serious physical illness that could corrupt the
study results.

The study was approved by the Bioethics Committee of
the Poznan University of Medical Sciences. Each of the
participants signed an informed consent to participate
in the study, having received detailed explanations.

Laboratory tests

Twenty ml of venous blood was collected from each
patient and on the same day transported at +4°C to the
Department of Physiology in Szczecin for determination.
The analysis of the gene expression for neural stem
cells (nestin, B3-tubulin and vimentin) was carried out
using the quantitative real-time PCR (qPCR) technique.
Total RNA was isolated from peripheral blood using the
RNeasy Kit (Qiagen). Then, the reverse transcription
reaction was conducted using the First Strand cDNA
Synthesis Kit and OligoDT primers (Fermentas). The
following primers were used in the analysis:
1. Nestin (forward) GGCCCTGGAGCAGGAGAA
(reverse) TCCAGGAGGGTCCTGTACGT
2. B3-tubulin (forward) TTCTGGGAAGTCATCAGTGATGA
(reverse) CGAGTC GCC CACGTAGTTG
3. Vimentin (forward) AATGGCTCGTCACCTTCGTGAAT
(reverse) CAGATTAGTTTCCCTCAGGTTCAG
The quantitative mRNA analysis was performed on the
ABI 7500 Fast instrument, using Power SYBR Green PCR

Master Mix reagents. The reaction was carried out in the
following conditions: 95°C (15 s), 40 cycles at 95°C (15 s)
and 60°C (1 min). According to the melting point, only
one PCR product was amplified in these conditions. The
relative expression of the tested gene (R), normalised
in relation to the internal control (B-2 microglobulin as
areference gene) and the calibrator, was expressed using
the comparative AACt method.

The number of CD34+ VSELs and CD133+ VSELs was
determined by means of a flow cytometric analysis in
line with the procedure described by Zuba-Surma and
Ratajczak (2010) and used in the previous study (Fe-
rensztajn-Rochowiak et al. 2016).

Statistics

The statistical calculations were performed using Sta-
tistica (StatSoft-Polska), version 10. The threshold of
statistical significance was set at p < 0.05. The tested
parameters were compared among three groups: Bipolar
Li(-), Bipolar Li(+) and the control group. The normal
distribution was tested using the Shapiro-Wilk test. The
data did not come from a normally distributed popula-
tion, so the Kruskal-Wallis test was used together with
the post-hoc Dunn’s test. The assessment of a correlation
with CD133+ VSELs values was carried out using the
Spearman’s rank correlation coefficient.

Results

The clinical characteristics of the study group are shown
in table 1.

No differences were demonstrated in terms of the
tested parameters between the groups.

The results of the mRNA levels of neural stem cell
markers - nestin, $3-tubulin and vimentin - are shown
in table 2.

In the group of patients not taking lithium, the ex-
pression of nestin and $3-tubulin genes was significantly
higher than in the control group (0.2366 vs. 0.0328,
p = 0.0003 for nestin and 0.2801 vs. 0.0393, p = 0.047
for B3-tubulin). The expression of the B3-tubulin gene
was also significantly higher than in patients treated
with lithium (0.2801vs. 0.0381, p = 0.017). The vimentin
mRNA levels were significantly higher in patients treated
with lithium than in the group not taking it (506.02 vs.
159.57, p = 0.014).

The correlations between the mRNA levels of neural
stem cell markers and the number of CD133+ VSELs are
shown in table 3.

A negative correlation was demonstrated between
the nestin and vimentin mRNA levels and the number,
percentage and number/[ul] of CD133+ VSELs in the
control group. No correlation was demonstrated in BD
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Table 1
control subjects.

Clinical characteristics of patients with bipolar disorder not treated with lithium [Bipolar Li(-)], treated with lithium [Bipolar Li(+)], and

Bipolar Li(-)
n=15
M/F 5/10
Age [years] 537
BMI [kg/m?] 28+4
lliness duration [years] 20+9

Lithium treatment duration [years] -

Serum lithium concentration [mmol/I] -

Bipolar Li(+) Control group
n=15 n=15

5/10 5/10

556 50+5

26+6 25+3

24+9 -

16+8 -

0.73+0.20 -

Table2 Real-time PCR for mRNA expression of neural stem cell markers (mean+SD) in bipolar patients not treated with lithium Li (-), patients
treated with lithium Li (+), and control subjects. Values are given as target gene expression with respect to the housekeeping gene (3-2 micro-

globulin (B2M).
Bipolar Li(-) Bipolar Li(+) Control group
Nestin 0.2366+0.25 0.2382+0.48 0.0328+0.05
*p = 0.0003
B3-tubulin 0.2801+0.43 0.0381+0.05 0.0393+0.05
*p = 0.047
p=0.017
Vimentin 159.57+£122.45 506.02+489.54 276.54+213.09
p=0.014

p < 0.05 - statistical significance
* difference between the tested group and the control group
# difference between the Bipolar Li(-) and the Bipolar Li(+) group

Table 3 Correlations between mRNA levels of neural stem cell markers and CD133+ VSELs number in bipolar patients not treated with lithium
[Bipolar Li(-)], patients treated with lithium [Bipolar Li(+)], and control subjects.

* Spearman correlation coefficient

patients between the levels of the tested markers and
the number of CD34+ and CD133+ VSELs as well as the
illness duration. In lithium-treated patients, the levels
of the tested markers did not correlate with the lithium
treatment duration or with the lithium level.

I Conclusions

Our study demonstrated an elevated expression of nes-
tin and B3-tubulin genes in BD patients untreated with
lithium compared with healthy individuals, as well
as elevated vimentin mRNA levels in patients treated
with lithium.

mRNA Stem cells Bipolar Li(-) Bipolar Li(+) Control group

Nestin & CD133+ VSELs R=0.07 p=0.82 R=038p=0.16 R=-0.67 *p =0.006
% CD133+ VSELs R=0.03p=0.92 R=0.17p=0.54 R=-0.56*p=0.03
CD133+ VSELs/[ul] R=0.07p=0.8 R=0.025p=0.93 R=-0.53*p=0.04

B3-tubulin & no correlation - - -

Vimentin & CD133+ VSELs R=-024p=04 R=0.13p=0.64 R=-0.6*p=0.018
% CD133+ VSELs R=-025p=039 R=0.1p=0.72 R=-0.57*p=0.028
CD133+ VSELs/[ul] R=-031p=027 R=-0.096 p=0.73 R=-0.59 *p =0.021

Higher levels of nestin and B3-tubulin were observed
in various types of damage to the nervous system, asso-
ciated with the phenomenon of the so-called reactive
neurogenesis, which involves the process of generating
new neurons and glial cells to replace damaged, abnormal
nerve cells. A higher nestin expression was observed
among others after a stroke or brain injury (Kernie
and Parent 2010), inflammation and epilepsy (Nakaga-
wa et al. 2004). In the animal model of global cerebral
ischaemia, Tonchev et al. (2005) observed increased pro-
liferation of nestin - and f3-tubulin-expressing cells in
the subventricular zone of the lateral ventricles. Reactive
neurogenesis occurring soon after the CNS injury is be-
neficial due to its regenerative effects, in contrast to the
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persistent and prolonged repair processes which become
pathogenic in nature.

Increased values of nestin and B3-tubulin markers
may be a sign of pathologically intensified regenerative
processes observed in BD subjects not treated with lithi-
um in the case of a long-standing illness (in our group: 20
+9 years on average). In BD patients receiving long-term
lithium treatment, the nestin expression values were
on average higher than in the control group. However,
due to a large dispersion of results, the difference was
not statistically significant, which means that the effect
of lithium on the expression of this marker cannot be
unambiguously interpreted. By contrast, mnRNA levels of
B3-tubulin, a marker of immature neurons, in patients
receiving lithium were similar to those observed in the
control group, which may indicate that in the case of
B3-tubulin, long-term use of lithium (for 8-40 years in
the case of our group) can inhibit its excessive expres-
sion, keeping it at a level observed in healthy people.

Radial glial cells, for which vimentin functions as
a marker, are involved in the production of new neurons
and are conducive to their migration (Weissman et al. 2003).
Anumber of studies have demonstrated a link between an
increased expression of this marker and the intensification
of proliferation and neurogenesis, for example in brain and
spinal cord injury models (Walder et al. 2003; Teshigawara
et al. 2013). Hui et al. (2015) recently demonstrated an in-
creased expression of vimentin and pluripotent transcrip-
tion factors in these models, which was associated with the
activation of neural progenitor cells. It can be assumed that
an increased mRNA expression of vimentin in patients
receiving prolonged lithium treatment may be associated
with neuroprotective effects of lithium, which in clinical
conditions are observed also in those receiving lithium for
many years (Hajek and Weiner 2016).

In patients with BD, no correlation was found between
the expression of the tested markers and the number
of CD133+ VSELSs of nestin and vimentin, while in the
control group, a negative correlation between the mRNA

Wstep

Badania nad komérkami macierzystymi w psychiatrii
otwieraja nowy rozdziat w poszukiwaniach rozumienia
patogenezy zaburzen psychicznych i nowych metod te-
rapii (Panchision 2013; Ratajczak i wsp. 2014a). Komérki
macierzyste maja zdolno$¢ samoodnowy i réznicowania do
komérek progenitorowych oraz komérek zréznicowanych
tkankowo, ze wszystkich trzech listkéw zarodkowych, co
daje mozliwo$¢ badania poszczegdlnych etapéw rozwo-
ju komérek nerwowych. Komérki macierzyste tworza
kontinuum rozwojowe, na ktére skladajg sie komédrki

expression of nestin and vimentin and the number of
these cells was demonstrated. This may indicate that
there is no direct relationship in BD patients between
the tested markers and CD133+ VSELs, and that there are
differences in terms of differentiation and regeneration
of NSCs between healthy people and those with BD.

Our study is limited due to small groups of patients,
which is caused by the fact that it is difficult to recruit
subjects matched in terms of sex and age within the re-
quired clinical groups. Still, we managed to form a well-
matched and defined population of BD patients suffering
from along-standing illness (22 years on average), half of
whom receive long-term lithium treatment (16 years on
average). Another limitation is that whole blood mRNA
was used for the study, while the tested NSCs markers
in peripheral blood can also originate from other cell
types, e.g. glial cell precursors. Nevertheless, although
the isolation of mRNA from individual cell lines of pe-
ripheral blood would offer more accurate results, it is
avery complicated, time-consuming and difficult proce-
dure. We cannot exclude the effects of other drugs used
by BD patients on the tested parameters, either. There is
an ongoing discussion on the presence and identification
of VSELs as well as on the methodological difficulties
lying in obtaining these cells (Ratajczak et al. 2014b).
Despite certain criticism (Miyanishi et al. 2013), VSELs
were described from the perspective of their function
as a reserve pool of pluripotent stem cells (Shaikh et al.
2015; Havens et al. 2014), their regenerative properties
in lungs (Kassmer et al. 2013), liver (Chen et al. 2015) or
pancreas (Abouzaripour et al. 2015), and their role in in-
flammatory processes and an immune response (Marlicz
et al. 2012; Paczkowska et al. 2009).

Taking all these limitations into consideration, we
believe that the obtained results allow us to make an
attempt at evaluating the activity of neural stem cell
markers, such as nestin, $3-tubulin and vimentin in pe-
ripheral blood of patients with BD, and the effects of long-
term treatment with lithium carbonate. [ ]

totipotencjlane, pluripotencjalne, multipotencjalne oraz
unipotencjalne. Ze wzgledu na pochodzenie mozemy
wyréznié embrionalne oraz somatyczne (wystepujace
w tkankach dorostych organizméw) komérki macierzyste.
U dorostego czlowieka wystepujg m.in. multipotencjalne
hematopoetyczne (HSCs - hematopoietic stem cells), mezen-
chymalne (MSCs - mesenchymal stem cells) oraz nerwowe
komérki macierzyste (NSCs - neural stem cells), ktére réz-
nig sie wladciwoéciami i funkcja (Roszek i Komoszyniski
2008). Wystepuja one w organizmie w specjalnych tzw.
niszach i moga zosta¢ zmobilizowane do krwi obwodowej
w sytuacjach wymagajacych regeneracji tkanek i narzadéw.
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W 2007 roku odkryto nows populacje komérek ma-
cierzystych, tzw. VSELs (very small embryonic-like stem
cells) - bardzo matych embrionalno-podobnych komérek
macierzystych (Kucia i wsp. 2007), ktére w niewielkiej
liczbie kraza we krwi obwodowej. Stanowia one pule
rezerwowa pluripotencjalnych komérek macierzystych
(PSCs - pluripotent stem cells), bioracych udziat w proce-
sach regeneracyjnych organizmu. Ich szybka mobiliza-
cja nastepuje w sytuacjach naglego stresu, uszkodzenia
tkanek, w niedokrwieniu mieénia sercowego, udarze,
krwawieniu czy w infekcjach. Moze jednak dochodzié
do negatywnych skutkéw, jesli zostang one nadmiernie
zmobilizowane do obszaréw przewlektego procesu za-
palnego (Ratajczak i wsp. 2010). Uwaza sie, ze komérki
te moga odgrywaé pewna role w remodelingu tkanki
nerwowej (Ratajczak i wsp. 2011).

Wiekszo$¢ dotychczas przeprowadzonych badan nad
komérkami macierzystymi w psychiatrii dotyczy schizo-
frenii oraz autyzmu (K4lman i wsp. 2016). W 2014 roku
badacze szczeciniscy rozpoczeli badania nad rolg VSELs
w zaburzeniach psychotycznych (Kucharska-Mazuriwsp.
2014). Stwierdzono zwiekszong mobilizacje m.in. komé-
rek CD34+ VSELs we krwi obwodowej pacjentéw z pierw-
szym epizodem psychotycznym w poréwnaniu z osobami
zdrowymi. Nie stwierdzono natomiast istotnego wpltywu
leczenia przeciwpsychotycznego na te komérki.

Jedna z metod badawczych dotyczacych komérek ma-
cierzystych w psychiatrii jest wykorzystanie indukowa-
nych pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSCs

- induced pluripotent stem cells). Uzyskuje sie je z komérek
somatycznych pacjenta (gléwnie fibroblastéw), z wy-
korzystaniem czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak
OCT-4, SOX2 czy Nanog, oraz wektoréw retrowiruso-
wych, w celu wytworzenia neuronalnych linii komér-
kowych, ktére mozna bada¢ pod katem zmian ekspresji
poszczegblnych genéw. W ostatnim czasie opublikowano
doniesienia z kilku badan, w ktérych zastosowano tech-
nike iPSCs do badania patogenezy choroby afektywnej
dwubiegunowej (ChAD) na poziomie nerwowych komsé-
rek macierzystych oraz dalszych etapéw ich réznicowa-
nia (O’Shea i McInnis 2016).

Wplyw litu na komérki macierzyste zostat opisany na
poziomie hematopoetycznych (HSCs - hematopoietic stem
cells), mezenchymalnych (MSCs - mesenchymal stem cells)
i nerwowych komérek macierzystych (NSCs - neural stem
cells). 0d dawna obserwowano zwigkszong liczbe leukocy-
téw u pacjentéw z ChAD leczonych litem (Radomski i wsp.
1950) oraz nasilenie granulopoezy i megakariocytopoezy, lit
wplywa bowiem na hematopoetyczne komorki macierzyste
(HSCs) oraz na stymulacje produkcji hematopoetycznych
czynnikéw wzrostu. Opisano nasilenie proliferacji MSCs
przy niskich, a hamowanie przy wysokich stezeniach litu
(Bolton i wsp. 2008). Kim i wsp. (2004) stwierdzili w ba-
daniach in vitro i in vivo selektywne zwiekszenie réznico-
wania neuronalnych komérek progenitorowych hipokam-
pa w neurony pod wpltywem litu. W zwierzecym modelu

udaru niedokrwiennego (Li i wsp. 2011), krwawienia we-
whnatrzczaszkowego (Kang i wsp. 2012) oraz przy ekspo-
zycji na naswietlanie (Huo i wsp. 2012) po podaniu litu ob-
serwowano zmniejszenie utraty neuronéw, zwiekszenie
proliferacji i przezycia neuronalnych komérek progenito-
rowych, zmniejszenie obrzeku pétkulowego oraz proceséw
zapalnych. Ostatnio dokonano przegladu danych na temat
wplywu litu na komérki macierzyste (Ferensztajn-Rocho-
wiak i Rybakowski 2016).

Chen i wsp. (2014) wykazali, ze linie neuronalne
0s6éb z ChAD charakteryzowaty sie zwiekszong eks-
presja czynnikéw transkrypcyjnych dla receptoréw
btonowych i kanatéw jonowych, gtéwnie zwigzanych
z przekaZnictwem wapniowym, a takze zwiekszona
ekspresja genéw zwigzanych z réznicowaniem obsza-
réw brzusznych ukladu nerwowego oraz réznicowa-
niem interneuronéw GABA-ergicznych. Zastosowa-
nie litu zmienito funkcjonowanie neuronéw, gtéwnie
poprzez zmniejszenie stezent wapnia i amplitudy fali,
a efekt ten autorzy wiaza z aktywacja $ciezki sygnato-
wej Wnt. Wang i wsp. (2014) badali model adhezji ko-
moérkowej indukowanych komérek podobnych do neu-
ronéw (iNLC - induced neuronal-like cells) uzyskanych
od pacjentéw z ChAD i stwierdzili mniejszg adhezje
komoérek u pacjentéw wykazujacych brak skutecznosci
terapeutycznej litu w poréwnaniu z osobami z dobra
skutecznoécia litu. Madison i wsp. (2015) w oparciu
o badanie rodziny z ChAD stwierdzili istotne zmia-
ny w ekspresji genéw zwigzanych z procesami neu-
rogenezy i neuroplastycznoéci (gtéwnie zwigzanych
ze $ciezka sygnatowa Wnt i podjednostkami kanatéw
wapniowych) oraz zréznicowane feneotypy neuro-
rozwojowe w liniach komérek neuronalnych. Zmiany
te mozliwe byty do odwrécenia dzieki zastosowaniu
inhibitora enzymu GSK-3 (ktére to wlasnosci posiada
réwniez jon litu), co zwiekszylo ekspresje B-kateniny
i aktywowalo $ciezke Wnt. Mertens i wsp. (2015) opi-
sali zmiany mitochondrialne oraz fenotyp nadmiernie
pobudliwych wezesnych neuronéw zakretu zebatego
hipokampa uzyskanych metodg iPSCs od pacjentéw
z ChAD. Zmiany te byly odwracalne pod wptywem litu
jedynie w komérkach pobranych od pacjentéw z dobra
reakcja na leczenie litem.

Viswanath i wsp. (2015) przeanalizowali 85 artyku-
16w, w ktérych oprécz techniki iPSCs wykorzystano inne
modele komérkowe do badania patogenezy ChAD (m.in.
linie limfocytéw B, komérki neuroepithelium opuszki
wechowej). Najczedciej stwierdzano: nieprawidtowosci
w przekaZnictwie wapniowym, funkeji siateczki $réd-
plazmatycznej, mitochondriéw i blonowych kanatéw jo-
nowych, a takze genéw tzw. ,zegarowych” i zwigzanych
z apoptoza. Nieprawidtowosci te byty nasilane przez stre-
sory komérkowe (np. stres oksydacyjny) i w wiekszosci
ulegaty odwréceniu pod wplywem leczenia litem.

W 2016 roku opublikowalidmy pierwsze wyniki
badania nad wplywem ditugotrwatego leczenia litem
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pacjentéw z ChAD na komérki VSELs (Ferensztajn-
Rochowiak i wsp. 2016). Wykazalismy, ze u 0séb z ChAD
nieleczonych litem wystepuje istotnie wieksza liczba
komérek CD34+ VSELs niz w grupie kontrolnej oraz ze
koreluje ona z dtugos$cig trwania choroby oraz wiekiem
pacjentéw. W grupie oséb leczonych litem stwierdzi-
lismy podobng liczbe komérek CD34+ VSELs, CD34+
HSCs, MSCs i endotelialnych komérek progenitorowych
(EPCs) co w grupie kontrolnej oraz zaobserwowali$my,
ze im dluzszy czas leczenia litem oraz im wyzsze jego
stezenia, tym mniejsza liczba komérek VSELs. Wskazuje
to, ze dtugoterminowe leczenie litem moze prowadzi¢ do
normalizacjiliczby komérek macierzystych krazacych
we krwi obwodowej u pacjentéw z ChAD, ktére osiagne-
ty poziom obserwowany u 0séb zdrowych.

Nestyna, B3-tubulina i wimentyna nalezg do marke-
réw nerwowych komérek macierzystych oraz wezesnych
komérek neuroprogenitorowych (Kempermann 2006).
Nestyna jest biatkiem cytoszkieletu komérkowego, fila-
mentem poérednim klasy VI i nalezy do najczesciej sto-
sowanych markeréw NSCs (Gilyarow 2008). B3-tubulina
jest markerem niedojrzatych neuronéw, powszechnym
w o$rodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym. Wi-
mentyna réwniez nalezy do biatek cytoszkieletu, jest
filamentem posérednim klasy I, a takze markerem tzw.
gleju radialnego (Fanarraga i wsp. 1999).

Antygeny powierzchniowe komérek macierzystych
pozwalaja na ich precyzyjna identyfikacje. Antygen
CD34+ (sialomucyna) jest charakterystyczny dla macie-
rzystych i progenitorowych komérek hematopoetycz-
nych, uczestniczy w adhezji komérkowej, a jego ekspresja
zmniejsza sie wraz z procesem réznicowania i dojrze-
wania komérek. Antygen CD133+ (dawniej AC133) réw-
niez jest weczesnym markerem macierzystych komérek
krwiotwdrczych i moze odgrywacé role w interakcjach
miedzybiatkowych z elementami podscieliska szpiku (Yin
i wsp. 1997). Antygeny CD34+ i CD133+ charakteryzuja
takze wczesniejsze rozwojowo, pluripotencjalne komérki
VSELs, ktére mozna opisa¢ jako dwa fenotypowo odrebne
typy (Lin-/CD45-/CD45+ oraz Lin-/CD45-/CD133+).

Przedstawione tu badanie miato na celu ocene stezeni
mRNA markeréw nerwowych komérek macierzystych:
nestyny, B3-tubuliny i wimentyny we krwi obwodowej
pacjentéw z ChAD oraz okre$lenie ich zwigzku z liczba
komérek VSELs. Oceniono réwniez wptyw dtugotrwale-
go leczenia weglanem litu na badane parametry.

Materiat i metody

Grupa badana

W badaniu wzieto udziat 30 pacjentéw z chorobg afek-
tywng dwubiegunowa w okresie remisji, bedacych pa-
cjentami Poradni Przyklinicznej Kliniki Psychiatrii Doro-
stych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu oraz 15 oséb

zdrowych, stanowiacych grupe kontrolna, dobranych
pod wzgledem wieku i ptci.

Wsréd oséb z ChAD znalazto sie 15 pacjentéw (10 ko-
biet, 5 mezczyzn) w wieku 53 +7 lat, o czasie trwania
choroby minimum 10 lat ($rednio 20 +9 lat, rozpieto$¢
10-44 lata), ktérzy nigdy nie byli leczeni litem: Bipolar
Li(-). Pacjenci przyjmowali leki normotymiczne: kwas
walproinowy (7 0séb), lamotrygine (6 oséb) oraz kar-
bamazepine (3 osoby), a takze leki przeciwdepresyjne
(9 0s6b) oraz przeciwpsychotyczne (7 0séb).

Druga grupe oséb z ChAD [Bipolar Li(+)] stanowi-
to 15 0séb (10 kobiet, 5 mezczyzn) w wieku 55 +6 lat,
o $rednim czasie trwania choroby 24 +9 lat, leczonych
dtugotrwale weglanem litu przez okres 8-40 lat (§rednio
16 lat). Stezenie litu w surowicy miescilo sie w zakre-
sie 0,5-0,8 mmol/L ($rednio 0,73 mmol/L). Dodatkowo
6 0s6b leczonych byto karbamazeping, a takze lekami
przeciwdepresyjnymi (8 0séb) i kwetiaping (3 osoby).

Grupa kontrolna sktadata sie z 15 0séb zdrowych (10
kobiet, 5 mezczyzn) w wieku 50 +5 lat, z negatywnym
wywiadem osobistym i rodzinnym w kierunku zaburzen
psychicznych, dobranych odpowiednio pod wzgledem
wieku i ptci do grupy badanej.

Do kryteriéw wykluczajacych nalezaty nastepujace
czynniki: dodatni wywiad w kierunku zaburzen okotopo-
rodowych i rozwojowych, zaburzenia tolerancji glukozy
i cukrzyca, organiczne uszkodzenie osrodkowego uktadu
nerwowego, aktywna/ostra faza choroby autoimmunolo-
gicznej, obecnoé¢ infekeji, naduzywanie substancji psy-
choaktywnych oraz inne powazne schorzenie fizyczne,
ktére mogtoby zaburzy¢ wyniki badania.

Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej Uniwer-
sytetu Medycznego w Poznaniu, a kazdy z uczestnikéw
podpisat $wiadoma zgode na udzial w badaniu, po udzie-
leniu mu szczegétowych wyjasnien.

Badania laboratoryjne

Od kazdego pacjenta pobierano 20 ml krwi zylnej i tego
samego dnia transportowano w temperaturze +4°C do
Zakladu Fizjologii w Szczecinie, gdzie wykonywano
oznaczenia.

Analiza ekspresji genéw charakterystycznych dla ner-
wowych komérek macierzystych (nestyna, B3-tubulina
oraz wimentyna) zostala wykonana z wykorzystaniem
techniki ilosciowego PCR czasu rzeczywistego (RealTime
PCR - qPCR). Catkowite RNA zostato wyizolowane z krwi
obwodowej za pomoca zestawu RNeasy Kit (Qiagen). Na-
stepnie przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji,
wykorzystujac zestaw FirstStrand cDNA Synthesis Kit
oraz startery OligoDT (Fermentas). W analizie zastoso-
wano nastepujace startery:

1. Nestyna (forward) GGCCCTGGAGCAGGAGAA

(reverse) TCCAGGAGGGTCCTGTACGT

2. B3-tubulina (forward) TTCTGGGAAGTCATCAGTGATGA

(reverse) CGAGTC GCC CACGTAGTTG
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3. Wimentyna (forward) AATGGCTCGTCACCTTCGTGAAT
(reverse) CAGATTAGTTTCCCTCAGGTTCAG
Ilo$ciowa analiza mRNA zostata wykonana na apara-

cie ABI 7500 Fast oraz odczynnikach Power SYBR Green

PCR Master Mix. Reakcje przeprowadzono w nastepu-
jacych warunkach: 95°C (15 s), 40 cykli w 95°C (15 s)

i 60°C (1 min). Wedtug temperatury topnienia w tych

warunkach byt amplifikowany tylko jeden produkt PCR.
Wzgledna ekspresje badanego genu (R), znormalizowana

w stosunku do wewnetrznej kontroli (gen referencyjny

B-2 mikroglobuliny) i do kalibratora, wyrazano metoda

komparatywng AAvCt.

Ocene ilo$ci komérek VSELs CD34+ i CD133+ VSELSs
wykonano za pomocg technik cytometrii przeptywowej
zgodnie z procedurg opisang przez Zuba-Surma i Rataj-
czak (2010) i wykorzystang w poprzedniej pracy (Fe-
rensztajn-Rochowiak i wsp. 2016).

Statystyka

Obliczenia statystyczne przeprowadzono z wykorzy-
staniem programu Statistica (StatSoft-Polska), wer-
sja 10. Jako prég istotnosci statystycznej przyjeto war-
to$¢é p < 0,05. Badane parametry poréwnano pomiedzy
trzema grupami: Bipolar Li(-), Bipolar Li(+) oraz grupa
kontrolna. Zgodno$¢ z rozktadem normalnym zbadano
przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Dane nie byty zgodne

Tabela 1
Li(+)] i grupy kontrolnej

z rozkltadem normalnym, dlatego zastosowano test Kru-
skala-Wallisa z testem post-hoc Dunna. Ocene korelacji

z warto$ciami CD133+ VSELs przeprowadzono z uzy-
ciem wspétczynnika korelacji rang Spearmana.

Wyniki

Charakterystyke kliniczna grupy badanej przedstawiono
w tabeli 1.

Nie wykazano réznic pod wzgledem badanych para-
metréw pomiedzy grupami.

Wyniki stezet mRNA markeréw nerwowych komé-
rek macierzystych: nestyny, B3-tubuliny i wimentyny
przedstawiono w tabeli 2.

W grupie pacjentéw nieleczonych litem ekspresja
gendéw nestyny i B3-tubuliny byta istotnie wieksza niz
w grupie kontrolnej (0,2366 vs 0,0328, p = 0,0003 dla
nestyny oraz 0,2801 vs 0,0393, p = 0,047 dla $3-tubu-
liny), a takze ekspresja genu B3-tubuliny byta istotnie
wieksza niz w grupie oséb leczonych litem (0,2801 vs
0,0381, p = 0,017). Stezenia mRNA wimentyny byty istot-
nie wyzsze w grupie oséb leczonych litem niz w grupie
0séb nieleczonych litem (506,02 vs 159,57, p = 0,014).

Korelacje pomiedzy stezeniami mRNA markeréw ner-
wowych komérek macierzystych aliczbg CD133+ VSELs
przedstawiono w tabeli 3.

Charakterystyka kliniczna pacjentéw z chorobga afektywna dwubiegunowa nieleczonych litem [Bipolar Li(-)], leczonych litem [Bipolar

Bipolar Li(-)
n=15

M/K 5/10

Wiek [lata] 53 +7

BMI [kg/m?] 28 +4

Czas trwania choroby [lata] 20 £9

Dhugosc leczenia litem [lata] =

Stezenie litu w surowicy [mmol/I] -

Bipolar Li(+) Grupa kontrolna
n=15 n=15

5/10 5/10

55 +6 50 +5

26 6 25+3

24 £9 -

16 £8 -

0,73 £0,20 -

Tabela2 Analiza ekspresji genéw charakterystycznych dla nerwowych komérek macierzystych wykonana za pomocg RealTime PCR (Srednia+SD)
u pacjentoéw z chorobg afektywna dwubiegunowa nieleczonych litem Li(-), leczonych litem Li(+) oraz w grupie kontrolnej. Wartosci podane sa
w odniesieniu do ekspresji genu referencyjnego -2 mikroglobuliny (382M)

Bipolar Li(-)
0,2366 £0,25

*p = 0,0003
0,2801 +0,43
*p = 0,047
*p=0,017
159,57 £ 122,45

Nestyna

B3-tubulina

Wimentyna

p < 0,05 - istotnos¢ statystyczna
* réznica pomiedzy grupa badana a grupa kontrolng
#roznica pomiedzy grupa Bipolar Li(-) a Bipolar Li(+)

Bipolar Li(+) Control

0,2382 £0,48 0,0328 £0,05
0,0381 +0,05 0,0393 +0,05
506,02 +£489,54 276,54 £213,09

*p=0,014
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Tabela 3 Korelacje pomiedzy stezeniami mRNA markeréw nerwowych komérek macierzystych a liczba CD133+ VSELs u pacjentéw z chorobg
afektywna dwubiegunowa nieleczonych litem [Bipolar Li(-)], leczonych litem [Bipolar Li(+)] i grupy kontrolnej

*wspotczynnik korelacji Spearmana

Wykazano ujemnag korelacje pomiedzy stezeniami
mRNA nestyny i wimentyny a liczbg, procentem oraz
liczbg/[ul] CD133+ VSELs w grupie kontrolnej. W grupie
0s6b z ChAD nie wykazano korelacji miedzy stezeniami
badanych markeréw a liczbg CD34+ oraz CD133+ VSELs,
atakze pomiedzy czasem trwania choroby. W grupie oséb
leczonych litem stezenia badanych markeréw nie korelo-
waly ani z dtugoscia leczenia litem, ani ze stezeniem litu.

| Omoéwienie

W naszym badaniu stwierdzili§my podwyzszone warto-
$ci ekspresji genéw nestyny i 3-tubuliny u 0oséb z ChAD
nieleczonych litem - w poréwnaniu z osobami zdrowymi
oraz podwyzszone warto$ci ekspresji mRNA wimentyny
u 0s6b leczonych litem.

Zwiekszone stezenia nestyny i B3-tubuliny obser-
wowano w réznych typach uszkodzenia uktadu ner-
wowego, zwigzanych ze zjawiskiem tzw. reaktywnej
neurogenezy. Polega ona na procesie tworzenia nowych
neuronéw i komérek glejowych w miejsce uszkodzo-
nych, nieprawidlowych komérek nerwowych. Podwyz-
szong ekspresje nestyny stwierdzano m.in. w udarze
czy uszkodzeniu mézgu (Kernie i Parent 2010), stanach
zapalnych oraz padaczce (Nakagawa i wsp. 2004). Ton-
chev i wsp. (2005) w zwierzecym modelu catkowitego
niedokrwienia mézgu stwierdzili zwiekszong prolife-
racje komérek wykazujacych ekspresje nestyny oraz
B3-tubuliny w strefie okotokomorowej komér bocznych.
Reaktywna neurogeneza zachodzaca w krétkim czasie
po uszkodzeniu OUN ma korzystny wymiar regenera-
cyjny, w przeciwienstwie do utrzymujacych sie i prze-
dtuzajacych w czasie proceséw naprawczych, ktére
zyskuja patogenetyczny charakter.

Podwyzszone warto$ci markeréw nestyny i f3-tubuli-
ny moga $wiadczy¢ o patologicznie nasilonych procesach
regeneracji, zachodzacych u 0séb z ChAD nieleczonych
litem w dtugim okresie przebiegu choroby (w naszej gru-
pie rednio 20 +9 lat). W grupie 0séb z ChAD dtugotrwale
leczonych litem wartos$ci ekspresji nestyny byty srednio

mRNA Komorki macierzyste Bipolar Li(-) Bipolar Li(+) Grupa kontrolna

Nestyna & CD133+ VSELs R=0,07p=0,82 R=038p=0,16 R=-0,67 *p = 0,006
% CD133+ VSELs R=0,03p=0,92 R=0,17p=0,54 R=-0,56*p=0,03
CD133+ VSELs/[ul] R=007p=08 R=0,025p=0,93 R=-0,53*p=0,04

B3-tubulina & brak korelacji - - -

Wimentyna & CD133+ VSELs R=-024p=04 R=0,13p =0,64 R=-0,6%*=0,018
% CD133+ VSELs R=-0,25p=0,39 R=01p=0,72 R=-0,57*p=0,028
CD133+ VSELs/[ul] R=-031p=0,27 R=-0,096p=0,73 R=-0,59*p =0,021

wyzsze niz w grupie kontrolnej, natomiast ze wzgledu
na duzy rozrzut wynikéw réznica nie osiggata poziomu
znamienno$ci statystycznej. W zwigzku z tym nie mozna
jednoznacznie zinterpretowaé¢ wptywu litu na ekspresje
tego markera. Natomiast stezenia mRNA B3-tubuliny,
markera niedojrzatych neuronéw, w grupie oséb otrzy-
mujacych lit byty podobne do obserwowanych w grupie
kontrolnej, co moze $wiadczy¢, ze w przypadku B3-tu-
buliny dtugotrwate stosowanie litu (w naszej grupie 8-40
lat) moze hamowaé jej nadmierna ekspresje, utrzymujac
ja na poziomie wtasciwym dla oséb zdrowych.

Glej radialny, ktérego markerem jest wimentyna, bie-
rze udzial w tworzeniu nowych neuronéw oraz sprzyja
ich migracji (Weissman i wsp. 2003). W szeregu badani
wykazano zwigzek miedzy zwiekszong ekspresja tego
markera a nasileniem proceséw proliferacji i neuroge-
nezy m.in. w modelach uszkodzenia mézgu i rdzenia
kregowego (Walder i wsp. 2003; Teshigawara i wsp.
2013). Ostatnio Hui i wsp. (2015) wykazali zwigkszong
ekspresje wimentyny oraz czynnikéw transkrypcyjnych
pluripotencji w tych modelach, co zwigzane byto z akty-
wacjg neuronalnych komérek progenitorowych. Mozna
przypuszczal, ze zwiekszona ekspresja mRNA wimen-
tyny u pacjentéw dlugotrwale leczonych litem moze
sie wigza¢ z neuroprotekcyjnym dziataniem litu, ktére
w warunkach klinicznych stwierdza sie réwniez u oséb
otrzymujacych lit przez wiele lat (Hajek i Weiner 2016).

W grupie pacjentéw z ChAD nie stwierdzono korelacji
miedzy ekspresjg badanych markeréw aliczbg komérek
CD133+ VSELs nestyny i wimentyny, natomiast w grupie
kontrolnej wykazano korelacje ujemng miedzy ekspre-
sja mRNA nestyny i wimentyny a liczbg tych komérek.
Moze to wskazywa¢é na brak bezposredniego zwigzku
u chorych z ChAD miedzy badanymi markerami a ko-
moérkami CD133+ VSELSs oraz na odmiennosci dotyczace
réznicowania i regeneracji NSCs miedzy osobami zdro-
wymi a chorymi na ChAD.

Ograniczeniem naszego badania sg niewielkie grupy
chorych, co wynika z trudnosci pozyskania oséb dobra-
nych pod wzgledem plci i wieku w zakresie wymaga-
nych grup klinicznych. Uzyskano jednak dobrze dobrana
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i zdefiniowang populacje pacjentéw z ChAD, o dlugim
czasie trwania choroby ($rednio 22 lata), spoéréd kté-
rych potowa jest dtugotrwale leczona weglanem litu
($rednio 16 lat). Innym ograniczeniem jest fakt, ze do
badania uzyto mRNA z krwi pelnej, a badane marke-
ry komérek NSC we krwi obwodowej moga pochodzié
réwniez z innych typéw komérek, m.in. prekursoréw
komérek glejowych. Jakkolwiek izolowanie mRNA z po-
szczeg6lnych linii komérkowych krwi obwodowej bytoby
dokladniejsza metoda, jest to procedura bardzo skom-
plikowana, czasochtonna i trudna do przeprowadzenia.
Nie mozna wykluczy¢ réwniez wplywu innych lekéw
stosowanych przez pacjentéw z ChAD na badane parame-
try. Wciaz trwa dyskusja nad obecnoscia i identyfikacja
komoérek VSELs, a takze trudno$ciami metodologicznymi
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