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Summary

Aim. The aim of the study was to discover the transcript expression profile of selected
genes coding receptors of leptin and orexin A and B by using the oligonucleotide microarray
technique (Affymetrix, HG-U133A) in patients who suffered from anorexia nervosa (AN).

Method. The peripheral blood of mononuclear cells (PBMC) of four AN patients comp-
lying with the ICD-10 and the AN diagnostic criteria DSM IV [14, 15] were analysed. Two
patients suffered from the restricting type of AN (AN-R) and two suffered from the binge-
eating/purging type of AN (AN-BP). Four patients were our reference group and they did not
suffer from eating disorders.

The material used in the assay was the total RNA which was isolated from the PBMC of
patients. The total RNA was used to investigate the transcript expression profile of selected
genes by using the oligonucleotide microarray technique (Affymetrix, HG-U133A). For six
and for eight oligonucleotide microarrays, the accumulation analysis method was used (clu-
stering, Cluster v 3.0) to analyse the results.

Results. Hierarchical clustering resulted in separate clusters for patients who suffered from
AN-R, AN-BP and patients from the reference group.

Conclusions. Taking into consideration the hierarchical clustering for six and for eight
oligonucleotide microarray performing different transcript expression profile of selected genes
coding orexigenic peptides (OXA and OXB) and anorexigenic peptides (LEP) we suggest
that the oligonucleotide microarray method differentiates two type of anorexia nervosa: the
restricting type of AN (AN-R) and the binge-eating/purging type (AN-BP).
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Wstep

Technika mikromacierzy oligonukleotydowych dotychczas wykorzystywana byta
glownie do badania profilu ekspresji gendéw na poziomie transkryptu w komorkach
zmienionych nowotworowo. Metoda ta moze by¢ réwniez stosowana do badania
profilu ekspresji wyselekcjonowanej puli gendw charakterystycznych dla danego typu
komorki lub tkanki. Mikromacierze DNA, zwane roéwniez czujnikami DNA, zawieraja
uporzadkowang liczbg sond w postaci jednoniciowego DNA (mikromacierze cDNA) lub
oligonukleotydéw (mikromacierze oligonukleotydowe) umieszczonych w okreslonym
porzadku na nylonowych membranach albo szklanych lub nylonowych ptytkach. Za
pomoca mikromacierzy cDNA mozna bada¢ ekspresje¢ genow, dysponujac odpowied-
nimi klonami DNA namnozonymi przez odwrotna transkrypcje i reakcj¢ tancuchowa
polimerazy z mRNA izolowanego z komoérek [1]. Natomiast mikromacierze oligonu-
kleotydowe (DNA chip) zostaly wprowadzone przez firmg¢ Affymetrix produkujaca
macierze oligonukleotydowe metoda fotolitografii. Dzigki mikromacierzom mozliwe
jest badanie ekspresji wielu tysigcy genow jednoczesnie. Technika mikromacierzy DNA
pozwala przede wszystkim na otrzymanie nieporéwnywalnej z innymi metodami ilosci
informacji na temat ekspresji gendw na poziomie transkryptu. Przedmiotem analizy staje
sig tutaj obecnos¢ transkryptow gendw w badanym materiale. Dane uzyskane technika
mikromacierzy informuja o ekspresji genéw w badanych komoérkach —mozemy dokonaé
oceny, czy transkrypcja danego genu przebiegata intensywnie, a wigc czy byt on aktywny
czy tez doszto do zahamowania jego ekspresji. Jednym z peptydéw anoreksygenicznych
jest leptyna (LEP), produkowana glownie przez tkanke thuszczowa. LEP odgrywa wazna
role w regulacji wydatkowania energii, apetytu, wagi ciata [2]. Odkrycie LEP dostarczyto
brakujacego ogniwa laczacego funkcjonalnie magazyn energii, jakim jest tkanka ttusz-
czowa, z oSrodkami w podwzgérzu regulujacymi jej ilos¢ dostarczang do organizmu.
Leptyna, oprocz udziatu w homeostazie organizmu, wykazuje réwniez wspoétdziatanie
z uktadem autonomicznym [3]. W ludzkim organizmie wystepuje w dwoch postaciach
odgrywajacych odrebna funkcje: w postaci wolnej i zwiazanej z biatkami osocza [4].
Leptyna wolno krazaca w organizmie kontroluje zawartosc tkanki thuszczowej, podczas
gdy zwiazana z rozpuszczalng forma receptora — wydatkowanie energii [5].

Receptor leptyny (Ob-R) jest jednym z receptoréw rodziny cytokin klasy I. Ziden-
tyfikowano kilka izoform Ob-R, ktore powstaja w wyniku alternatywnego skladania
transkryptu [6]. Sa to Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd i Ob-Re [7]. Istnieje zwiazek
migdzy mutacja w kodujacym leptyng genie u myszy oraz u ludzi a wystgpowaniem
otylosdci. Oreksyny inaczej nazywane hypokretynami sa oreksygenicznymi peptydami.
Oreksyny A 1 B (OXA i OXB) zidentyfikowali w mézgu szczura w 1998 r. niezalezni
badacze — de Lecea i wsp. [8] oraz Sakurai i wsp. [9]. Powstaja one przez rozpad wspol-
nego prekursora — polipeptydu preprooreksyny [10, 11]. Swoja nazwe zawdzig¢czaja
greckiemu stowu orexis = apetyt. Glownym miejscem produkcji oreksyn sa dwa jadra
podwzgdrza: jadro okotosklepieniowe (nucleus perifornical = PFN) i jadro grzbietowo-
przysrodkowe (nucleus dorsomedial = DMN). Produkcja oreksyn w tych jadrach ma
miejsce nie tylko u ptazéw, gryzoni, bydta, ale rowniez u ludzi. Z tych jader widkna
oreksynowe maja potaczenia z innymi rejonami moézgu: opuszkami wechowymi, kora
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mozgu, wzgorzem, podwzgorzem, pniem moézgu i wszystkimi poziomami rdzenia
kregowego. Sakurai i wsp. [9] zidentyfikowali receptory dla oreksyn — odpowiednio
receptor OX-R1 i receptor OX-R2, ktére kodowane sa przez dwa odrgbne geny [za:
12]. W badaniach, przeprowadzonych gtdwnie na modelu zwierzgcym, stwierdzono,
ze OXA zwicgksza taknienie [13, 14, 15, 16] i bierze udziat w utrzymaniu homeostazy
organizmu [13, 14, 15, 16]. OXA zwigksza taknienie 100 razy silniej niz OXB. Wynika
to z faktu, iz OXA dziata poprzez receptor OX-R1, stymulujac dziatanie peptydoéw
oreksygenicznych w podwzgérzu [10]. OXA wydaje si¢ odgrywaé wigksza rolg
w organizmie, dlatego jest lepiej poznanym peptydem niz OXB lacznie z jej dziataniem
na poziomie molekularnym.

W utrzymaniu homeostazy organizmu dziataja mechanizmy obwodowe i o§rodko-
we. Peptydy oreksygeniczne, tj. OXA, OXB, i anoreksygeniczny — LEP zaangazowane
sa w utrzymanie homeostazy ustroju gléwnie na drodze kontroli taknienia.

Material

Materialem badanym byt RNA wyizolowany z jednojadrzastych komorek krwi
obwodowej (PBMC) (Total RNA Prep Plus kit, A&A Biotechnology) [17] chorych cier-
piacych na jadtowstret psychiczny. Analizie poddano PBMC 4 pacjentek cierpiacych
na jadlowstret psychiczny spetiajacych kryteria klasyfikacji wg ICD-10 i DSM-IV
[18, 19]. Dwie z nich cierpiaty na postac restrykcyjna AN (AN-R), a dwie na postaé
bulimiczno-wydalajaca AN (AN-BW). Grupg kontrolna stanowity 4 pacjentki nie cho-
rujace na zaburzenia odzywiania si¢. Na przeprowadzenie badania zostata wyrazona
zgoda Komisji Bioetycznej przy Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach. Zgode
na badanie wyrazity zarowno pacjentki i/lub ich rodzice, badz prawni opiekunowie,
jak i dziewczeta z grupy kontrolnej, w formie pisemne;.

Dane badanych przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Charakterystyka pacjentek uczestniczacych w badaniu

Inicjaty pacjentek Wiek Wagigrgé/ dr;raqeuu Diagnoza
Charakterystyka pacjentek cierpiacych na AN
N.P. 17,5 42 AN-BW
N.M. 24 39 AN-R
T.S. 23 39 AN-R
H.P. 21 43
Charakterystyka pacjentek z grupy kontrolnej
AS. 19 60 Schizofrenia paranoidalna
B.K. 14 59 Zaburzenia adaptacyjne
K.W. 20 61 Upo$ledzenie umystowe w stopniu lekkim
M.P. 16 46 Zaburzenia adaptacyjne
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Metoda

W prezentowanym badaniu uwzgledniono gen kodujacy dwie izoformy receptora
leptyny (Ob-Ra i Ob-Rb) oraz geny kodujace receptory oreksyn: oreksyny A (OXA)
i oreksyny B (OXB). Tabela 2 przedstawia opis poszczegolnych transkryptéw badanych
technika mikromacierzy oligonukleotydowych HGU-133A. Dane pochodza z bazy
Affymetrix [20].

Tabela 2. Charakterystyka poszczegdlnych transkryptéw wzigtych do analizy

Probe Set ID Gene Title Gene Symbol

202378_s_at LEPROT leptin receptor overlapping transcript
202594 _at LEPROTL1 leptin receptor overlapping transcript-like 1

202595_s_at LEPROTLA1 leptin receptor overlapping transcript-like 1
207255_at LEPR leptin receptor
209894 _at LEPR leptin receptor

211354_s_at LEPR leptin receptor

211355_x_at LEPR leptin receptor

211356_x_at LEPR leptin receptor
207642 _at HCRT hypocretin (orexin) neuropeptide precursor
207619_at HCRTR1 hypocretin (orexin) receptor 1
207393 _at HCRTR2 hypocretin (orexin) receptor 2

W celu zbadania profilu ekspresji transkryptéw dla wybranych genow koduja-
cych peptydy anoreksygeniczne (LEP) i oreksygeniczne (OXA i OXB) u chorych
cierpiacych na jadtowstret psychiczny, pobrano od kazdej chorej jednorazowo 20 ml
krwi pelnej metoda prozniowa (vacutaner tubes). Z jednojadrzastych komérek krwi
obwodowej (PBMC) wyizolowano RNA (Total RNA Prep Plus kit, A&A Biotechno-
logy) [17]. Materiat oczyszczano za pomoca RNeasy Total RNA Mini Kit (Qiagen)
i trawiono DNaza I. Otrzymany RNA wykorzystano do syntezy dwuniciowego cDNA
(Gibco BRL SuperScript Choice system) stanowiacego nastgpnie matryce do syntezy
biotynylowanego cRNA. Wyznakowany cRNA oczyszczono na kolumnach RNeasy
Mini Kit (Qiagen), poddano fragmentacji i hybrydyzowano z mikromacierza testowa
(Test 3), a nastgpnie z mikromacierza Human Genome Arrays U133A (Affymetrix).
Zhybrydyzowany z mikromacierza cRNA poddano nastgpnie znakowaniu kompleksem
streptawidyna-fikoerytryna. Intensywno$¢ fluorescencji analizowano, uzywajac skanera
GeneArray Scanner G2500A. Otrzymane wyniki znormalizowano, stosujac program
RMAExpress, a nastegpnie poddano klasteryzacji hierarchicznej, wykorzystujac pro-
gram Cluster v 3.0., ktory pozwala na taczenie gendéw o podobnym profilu ekspresji
i tworzeniu z nich grup, tzw. klastrow.
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Wyniki

Wyniki klasteryzacji hierarchicznej dla sze§ciu mikromacierzy oligonukleotydo-
wych — profil ekspresji transkryptow dla genu kodujacego receptor leptyny (LEP)
— obrazuje rys.1.
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Rys. 1. Wynik klasteryzacji hierarchicznej dla szeSciu mikromacierzy oligonukleotydowych
— profil ekspresji transkryptéow dla genu kodujacego receptor leptyny
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Rys. 2. Wynik klasteryzacji dla o§miu mikromacierzy oligonukleotydowych — profil ekspresji
transkryptow dla genu kodujacego receptor leptyny
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Wynik klasteryzacji dla o§miu mikromacierzy oligonukleotydowych — profil eks-
presji transkryptéw dla genu kodujacego receptor leptyny — przedstawia rys. 2.
Wyniki klasteryzacji hierarchicznej dla o§miu mikromacierzy oligonukleotydowych
— profil ekspres;ji transkryptéw dla genow kodujacych receptor leptyny i receptory
oreksyn — zobrazowano na rys. 3.
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Rys. 3. Wyniki klasteryzacji hierarchicznej dla o§miu mikromacierzy oligonukleotydowych
— profil ekspresji transkryptow dla genéw kodujacych receptor leptyny i receptory oreksyn

Omoéwienie wynikow

W przeprowadzonych badaniach zastosowano technike mikromacierzy oligonu-
kleotydowych (HG-U 133A, Affymetrix) w analizie profilu ekspresji transkryptow
genow, ktorych produkty odpowiedzialne sa za homeostaze organizmu poprzez kon-
trolg gtodu i sytosci. W badaniach braty udziat pacjentki cierpiace zarowno na postac
restrykcyjna AN (AN-R), jak i posta¢ bulimiczno-wydalajaca (AN-BW). Technika
mikromacierzy oligonukleotydowych (HG-U133A, Affymetrix) zostala uzyta w celu
zbadania profilu ekspresji transkryptow gendéw kodujacych receptory dla leptyny
i oreksyn. W poczatkowych badaniach uwzgledniono dwie izoformy receptora leptyny
(Ob-Ra i Ob-Rb), dla ktorych sekwencje referencyjne zostaty zlokalizowane w bazie
National Center for Biotechnology Information (NCBI) [21]. Sekwencje te zostaty
uzyte przez firme¢ Affymetrix do zaprojektowania sond dla poszczegolnych genow na
mikromacierzy HG-U133A (Affymetrix), na ktérej znalazto si¢ 7 transkryptow dla
genu kodujacego receptor LEP. Klasteryzacja hierarchiczna grupuje transkrypty ge-
néw o podobnym profilu ekspresji. Wszystkie transkrypty tworza tzw. ,,hierarchiczne
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drzewko”, w ktorym transkrypty o podobnym profilu ekspresji zlokalizowane sa blisko
siebie. Dlugos¢ ,,ramion” drzewka ukazuje podobienstwo pomigdzy profilami ekspre-
sji transkryptéw badanych gendéw — im krotsze ramiona, tym wigksze podobienstwo
migdzy badanymi elementami.

Poczatkowo w badaniach uwzgledniono trzy pacjentki cierpiace na AN (2 na AN-R
i1 na AN-BW) i trzy dziewczynki stanowiace grupg kontrolna, dla ktérych zostaty
wykonane mikromacierze oligonukleotydowe. Zbadano profil ekspresji 7 transkryptéw
dla genu kodujacego receptor leptyny. W wyniku wykonania klasteryzacji hierarchicz-
nej otrzymano trzy grupy stanowiace odrgbne klastry (rys. 1). Pacjentki stanowiace
I klaster (N.M. 1 T.S.) cierpiaty na AN-R. W II klastrze znajdowaty si¢ pacjentki bedace
grupa kontrolng dla chorych (A.S. i K.W.), ktére nie cierpialy na zaburzenia odzywia-
nia si¢. I1I klaster stanowily pacjentka z AN-BW (N.P.) i pacjentka z grupy kontrolnej
(B.K.), u ktdrej nie stwierdzono zaburzen odzywiania si¢. Na podstawie otrzymanych
wynikéw mozna byto sadzi¢, ze profil ekspresji transkryptow dla genu kodujacego
receptor LEP r6znicuje dwa typy AN: AN-R i AN-BW [22]. Niemniej jednak zrodzito
si¢ pytanie, dlaczego pacjentka B.K., u ktdrej nie stwierdzono zaburzen odzywiania
si¢, znajduje si¢ w jednym klastrze z pacjentka N.P. chorujaca na AN-BW? Wynik
klasteryzacji hierarchicznej pozwalat przypuszczaé, ze profil ekspres;ji transkryptéw dla
genu kodujacego receptor LEP dla obu pacjentek jest podobny. Pacjentka B.K. po kilku
miesigcach od zakonczenia terapii zostata po raz drugi przyjeta na Oddziat Psychiatrii
1 Psychoterapii Wieku Rozwojowego Centrum Pediatrii w Sosnowcu z rozpoznaniem
postaci bulimiczno-wydalajacej jadtowstretu psychicznego (AN-BW).

Wykonano dodatkowo dwie mikromacierze badajac nadal profil ekspresji tran-
skryptow dla genu kodujacego rézne izoformy receptora LEP dla kolejnych chorych:
H.P. cierpiacej na AN-BW, i M.P.,, u ktorej nie stwierdzono zaburzen odzywiania sig,
z grupy kontrolnej. Analiza klasteryzacji hierarchicznej dla o$miu mikromacierzy oligo-
nukleotydowych wyodrebnita wtedy cztery odrgbne klastry (rys.2). Klaster I grupowat
pacjentki H.P. z AN-BW i M.P. z grupy kontrolnej. Pacjentki stanowiace II klaster to
N.M.iT.S., obydwie cierpiace na AN-R. Klaster III to chore A.S. i K.W. stanowiace
grupe kontrolng. W IV klastrze znalazly si¢ pacjentki: B.K. (grupa kontrolna) i N.P.
(z AN-BW). Klasteryzacja hierarchiczna dla o$miu mikromacierzy, podobnie jak dla
szesciu mikromacierzy oligonukleotydowych, zgrupowata wigc w jednym klastrze pa-
cjentki N.P.1 B.K., co pozwolito przypuszczaé, ze zmiany na poziomie molekularnym
moga wystapi¢ wczesniej niz kliniczne symptomy AN. Nalezy jednak pamigtaé, ze
réwniez inne czynniki, tj.: rodzinne, srodowiskowe oraz osobowos$ciowe, wptywaja
na obraz kliniczny choroby.

W kolejnym badaniu dokonano klasteryzacji hierarchicznej dla o§miu mikromacie-
rzy oligonukleotydowych (HG-U133 A, Affymetrix), badajac profil ekspresji transkryp-
tow zarowno dla genu kodujacego receptor LEP, jak i genow kodujacych receptory
OXA i OXB. Wyniki klasteryzacji hierarchicznej grupowaty pacjentki nast¢pujaco:

klaster I - H.P. z AN-BW i M.P z grupy kontrolnej
klaster I — A.S. z grupy kontrolnej i T.S. z AN-R
klaster III — B.K. kontrola (u ktorej stwierdzono AN-BW) i N.P. z AN-BW.



384 Matgorzata Janas-Kozik i wsp.

Pacjentka N.M. z AN-R i K.W. z grupy kontrolnej tacza si¢ z klastrem nr I1.

Wykonana analiza o§miu mikromacierzy oligonukleotydowych (HG-U133A, Affy-
metrix) dla genow kodujacych wybrane receptory (receptor LEP oraz receptory dla OXA
1 OXB) wykazala, Ze pacjentki z AN-R i AN-BW grupuja si¢ w oddzielnych klastrach.

Whioski

Na podstawie wynikow klasteryzacji hierarchicznej, przeprowadzonej dla szesciu
1 oSmiu mikromacierzy oligonukleotydowych, przedstawiajacych odmienne profile
ekspresji gendow kodujacych wybrane biatka oreksygeniczne (OXA i OXB) oraz
anoreksygeniczne (LEP) na poziomie transkryptu, mozemy przypuszczaé, ze metoda
ta roznicuje na poziomie molekularnym dwa typy jadtowstretu psychicznego: typ
restrykcyjny AN (AN-R) i typ bulimiczno-wydalajacy AN (AN-BW).

Ilcnxnyeckasi aHOPEKCHsI B aCNEeKTe OJIMTOHYKJIEOTHIOBOT0 MHKPOJIOKA.
CoOcTBEeHHBIE HCCIET0BAHUS

Copaep:xanne

3amanue. 3agaHueM HacTosleld paboThl OBIIO HccheqoBaHUE MPODHIIS IKCIPECCHU
TPAaHCKPHUIITOB HEKOTOPHIX I'€HOB, KOAMPYIOIINX PELENTOPHI JIETITHHA, a TaKKe OPeKCHHOB A u B
METOJIOM MHKPOJIOXKa OMUTOHYKIeoTunoB (Addemerpukc, HG — 133A) y OONBHBIX IICHXUIECKUN
aHopekcueit (ITA).

MeTton. AHanu3y NoABEPrHYTH! OAHOSICPHBIE KIETKU: perndeprudeckoil KpoBH 4 MarieHToK
¢ MICUXUYECKOW aHOpEeKCHel Mo KpuTepusM MexayHapogHOU kmaccudukanuu O6oxezneid [V
nepecmotpa u ICD-10 (14, 15). /IBe U3 HUX CTpaganu pecTpyKTUBHON aHOPEKCHEH, a 1Be Oylie-MUYHO-
BeIIesstomei popmott [TA. KorrposisHyto rpymmy cocrasisuin 4 nanueHTkH 06e3 cumnromos [TA.
IMocnenoBarensHbpM MaTkpranoM Osima PHK, m3ommupoBanHas u3 nepudeprieckoi KpoBH MAIEHTOK
c ITA. ITonyuennas PHK nmocmyxwuna 11 ucciaeoBaHus NpoQuiist SKCIIPECCUU HEKOTOPHIX TeHOB
Ha YpOBHE TPAHCKPHIITAa TEXHUKOH MHKPOJIOXKa ONUroHykieotuioB (Adpumerpuxc, HG U 133A).
Jlst aHanm3a MOJTy9eHHBIX Pe3yIbTaToB IPUMEHEH MeTOI Hepapxudeckoi knacrepusanu (K moctep
3.0) anst mecty, a IOTOM BOCBMH MHUKPOJIOXK OUTOHYKJICOTHIIOB.

PesyabTaTrel. MeTon nepapxXxudecKkoil KilacTepu3aluyl BBIAEISIET OTAEIBHBIE KIAcTPhl A
60mbHBIX [TA 11 060MMH THITAMU GOJI€3HH M MAIMEHTOK KOHTPOJIBHON TPYIIIIEL.

BeiBoabl. Ha ocHOBaHuM pe3ynpTaToB KilacTEpHU3alUMH, NPOBEACHHON s IIECTH.BOCHBMU
MHUKPOJIOX OJIMTOHYKJICOTHAOB, NMPEICTABISIONINX pa3IuyHble MPOQUIN SKCIPECCHH T'eHOB,
KOAMpYyrOIUX u30panHbie okcureHHble Oenkn (OXA n OXB), a Takke aHOPEKCUTECHHBIC MOXKHO
MPEIMOI0KHUTh, YTO 3TOT METOJ[ Pa3IMYaET BA TUIA ICUXUUECKOH aHOPEKCUH — PECTPUKTUBHBIN U
OyJIEMUYHO-BBIJICIISFOIIUI — PBOTHBIN.

Anorexia nervosa im Bezug auf Oligonukleotid - Mikroarray - eigene Studien

Zusammenfassung

Ziel der Studie. Das Ziel der Studie war die Untersuchung des Profils der Expression der
Transkripte von gewéhlten Leptinrezeptore kodierenden Genen und von Orexinen A und B mit der
Methode des Oligonukleotid - Mikroarrays (Affymetrix, HG-U133A) bei Kranken, die an Anorexia
nervosa leiden (AN).

Material und Methode. Analysiert wurden periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) bei
4 Patientinnen, die an Anorexia nervosa leiden und die die Klassifisierung nach ICD-10 und DSM
IV [14,15] erfiillten. Zwei von ihnen hatten einen restriktiven Subtyp der AN (AN-R), zwei einen
bulimisch - ausscheidenden Typ der AN (AN-BA). Die Kontrollgruppe bildeten 4 Patientinnen, die
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keine Essstorungen hatten. Das untersuchte Material war RNA, isoliert aus den PBMC dieser Kranken.
Der erhaltene RNA diente zur Untersuchung des Profils der Expression der gewéhlten Genen auf dem
Level des Transkripts mit der Technik des Oligonukleotid - Mikroarrays (Affymetrix, HG-U133A).
Zur Analyse der erzielten Ergebnisse wurde die Methode der hierarchischen Klasterung (Cluster
v.3.0) fiir sechs, dann fiir acht Oligonukleotid - Mikroarrays angewandt.

Ergebnisse. Diec Methode der hierarchchischen Klasterung sonderte getrennte Klaster fiir die
Kranken mit der AN-R und AN-BA und die Patientinnen aus der Kontrollgruppe aus.

Schlussfolgerungen. Aufgrund der Ergebnisse der hierarchischen Klasterung, die fiir sechs und
acht Oligonukleotid - Mikroarrays durchgefiihrt wurde, die differente Profile der Expression der
Gene darstellt, die gewéhlte Orexine (OXA und OXB) und Anorexine (LEP) kodieren, kdnnen wir
schlussfolgern, dass diese Methode zwei Subtypen der Anorexia nervosa unterscheidet: den restriktiven
Subtyp der Anorexia nervosa (AN-R) und den bulimisch - ausscheidenden Subtyp (AN-BA).

L’anorexie nerveuse a I’aspect de la puce a8 ADN des oligonucléotides
— données propres des auteurs

Résumé

Objectif. Décrire le profile de I’expression des transcrits des génes choisis codant les récepteurs
de 1éptine et des orexines A et B avec la méthode de 1a puce a8 ADN des oligonucléotides (Affymetrix,
HG-U133A) chez les patientes souffrant de I’anorexie nerveuse (AN).

Méthode. On analyse les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC —

Peripheral blood of mononuclear cells) des 4 femmes souffrant de ’anorexie nerveuse, diagnostiquées
d’apres les critéres d’ICD-10 et DSM-IV (2 souffrant de ’anorexie du type restrictif (AN-R), 2 souffrant
de I’anorexie-boulimie (AN-BP). Le groupe de controle est formée par 4 femmes saines. On analyse
le RNA isolé de PBMC des patientes pour décrire le profile de I’expression des génes choisis avec la
méthode de la puce a ADN des oligonucléotides(Affymetrix, HG-U133A). Les six et ensuite huit puces
a ADN sont analysées avec la méthode de clustering hiérarchique (Cluster v 3.0).

Résultats. Cette méthode permet a séparer des clusters particuliers des patientes avec AN-R et
avec AN-BP et du groupe de contrdle.

Conclusions. En basant sur ces résultats de la clustering hiérarchique des six et huit puces a ADN
des oligonucléotides présentant des profiles différents des expressions des génes codant les peptides
orexigéniques (OXA et OXB) et anorexigéniques (LEP) on peut supposer que cette méthode peut
différencier deux types de I’anorexie nerveuse : restrictive (AN-R) et boulimie (AN-BP).

PiSmiennictwo
1. Jarzab B, Gubata E, Lange D. Mikromacierze DNA i profil ekspresji genow raka brodawkowatego
tarczycy. Endokrynol. Pol. 2005; 3 (56): 294-301.
2. Bazela K. Leptyna — przekaz sygnatu i wspotdziatlanie z cytokinami. Post. Biol. Kom. 2001; 16
(28): 23-34.
3. Walczewska A. Leptyna — nowy hormon. Endokrynol. Pol. 2000; 51: 125-148.

4. Widjaja A, Kielstein JT, Horn R, Miihlen A, Kliem V, Brabant G. Free serum leptin but not bo-
und leptin concentrations are elevated in patients with end-stage renal disease. Nephrol. Dial.
Transplant. 2000; 15: 846-850.

5. Meier A, Gressner AM. Endocrine regulation of energy metabolism: Review of pathobiochemical
and clinical chemical aspects of leptin, ghrelin, adiponectin, and resistin. Clin. Chem. 2004;
50,9: 1511-1525.

6. Pankiewicz A, Swierczyfiski J. Zaburzenia budowy i funkcji receptora leptyny —jedna z przyczyn
otylosci? Post. Biochem. 1999; 45 (3): 218-225.

7. Tsiotra PC, Pappa V, Raphis SA, Tsigos C. Expression of the long and short leptin receptor iso-
forms in peripheral blood mononuclear cells: implications for leptin's actions. Metabol. 2000;
49: 1537-1541.



386 Matgorzata Janas-Kozik i wsp.

8.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.
22.

de Lecea L, Kilduff TS, Peyron C, Gao X, Foye PE, Danielson PE, Fukuhara C, Battenberg
EL, Gautvik VT, Bartlett FS, Frankel WN, van den Pol AN, Bloom FE, Gautvik KM, Sutcliffe
JG. The hypocretins: hypothalamus — specific peptides with neuroexcitatory activity. Proc. Nat.
Acad. Sc. USA 1998; 95: 322-327.

. Sakurai T, Amemiya A, Ishii M, Matsuzuki I, Chemelli RM, Tanaka H, Williams SC, Richar-

dson JA, Kozlowski GP, Wilson S, Arch JR, Buckingham RE, Haynes AC, Carr SA, Annan RS,
McNulty DE, Lui WS, Terrett JA, Elshonrbagy NA, Bergsma DJ, Yanagisawa M. Orexins and
orexin receptors: A family of hypothalamic neuropeptides and G protein — coupled receptors
that regulate feeding behavior. Cell 1998; 92: 573-585.

. Mieda M, Yanagisawa M. Sleep, feeding and neuropeptides: roles of orexins and orexin receptors.

Curr. Opin. Neurobiol. 2002; 12: 339-345.

. Willie JT, Chemelli RM, Sinton ChM, Yanagisawa M. To eat or to sleep? Orexins in the regu-

lation of feeding and wakefulness. Ann. Rev. Neurosc. 2001; 24: 429-457.

. Backberg M, Hervieu G, Wilson S, Meister B. Orexin receptor — 1 (OX-R1) immunoreactivity in

chemically identified neurons of the hypothalamus: focus on orexin targets involved in control
of food and water intake. Eur. J. Neurosc. 2002; 15: 315-328.

. Briski KP, Sylvester PW. Hypothalamic orexin — A — immunopositive neurons express Fos in

response to central glucopenia. Neurorep. 2001; 12: 531-534.

Cai XJ, Liu XH, Evans M, Clapham JC, Wilson S, Arch JRS, Morris R, Williams G. Orexins
and feeding: special occasions or everyday occurrence? Regul. Pept. 2002; 104: 1-9.

Cai XJ, Widdowson PS, Harrold J, Wilson S, Buckingham RE, Arch JRS, Tadayyon M, Clapham
JC, Wilding J, Williams S. Hypothalamic orexin expression. Modulation by blood glucose and
feeding. Diabet. 1999; 48: 2132-2137.

Liu XH, Morris R, Spiller D, White M, Williams G. Orexin A preferentially excites glucose — sens-
itive neurons in the lateral hypothalamus of the rat in vitro. Diabetes 2001; 50: 2431-2437.
Chomezynski P, Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by acid guanidium thiocyanate-
phenol-chloroform extraction. Analyt. Biochem. 1987; 162: 156-159.

ICD-10. Classification of mental and behavioral disorders. Research diagnostic criteria. Kra-
kow—Warszawa: Medical University Publishing House ,,Vesalius”. The Institute of Psychiatry
and Neurology; 1998, s. 106.

Diagnostic and statistical manual of mental disorders, 4th ed. (DSM-1V). American Psychiatric
Association; 1994,

www.affymetrix.com

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Janas-Kozik M, Mazurek U, Krupka-Matuszczyk I, Stachowicz M, Glogowska-Ligus J, Wilczok
T. The transcript expression profile of the leptin receptor-coding gene assayed with the oligonuc-

leotide mocroarray technique — could this be an anorexia nervosa marker? Cell. Molec. Biol.
Lett. 2006; 11: 67-74.

Adres: Matgorzata Janas-Kozik Otrzymano: 18.09.2006
Oddziat Psychiatrii i Psychoterapii Wieku Rozwojowego  Zrecenzowano: 25.01.2007
Centrum Pediatrii im. Jana Pawta II Przyjgto do druku: 30.01.2007

41-218 Sosnowiec, ul. G. Zapolskiej 3



