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1. Uvod

Bipolarni afektivni porucha a schizofrenie patfi mezi
komplexni poruchy, s mirou dédi¢nosti kolem 80 %. Pfenosu
bipolarni poruchy i schizofrenie v rodinach odpovida nejlépe
oligogenni nebo polygenni typ dédi¢nosti. Nasleduje prehled
hlavnich strategii detekce geni predisponujicich k témto nemocem.

A. Chromozomaélni abnormality. U bipolarni poruchy ani
schizofrenie neni znama jednozna¢na asociace s chromozomalni
aberaci. U v&t3iho po&tu jedinctli byla nalezena translokace (1,11) a
delece chromozomu 22ql 1, popisovana jako velokardiofacialni
syndrom. Obé& chromozomalni aberace jsou spojené s rozvojem
bipolarni poruchy i schizofrenie.

B. Vazebné studie. Vazebné studie hledaji ¢asti
chromozomii pfenasejici se s nemoci v rodinach s postizenymi ¢leny.
Srovnanim chromozomalnich markert u ¢lend dané rodiny se uréi
geneticka vazbu hledaného genu. Ke screeningu genomu staci
n&kolik stovek markeri. K detekci gent stfedniho nebo malého
ikinku, jaké se u bipolarni poruchy a schizofrenie pfedpokladaji,
viak maji studie vazby malou silu a jsou obtizné replikovatelné.
Pfesahy oblasti chromozom s replikovanymi nalezy u bipolarni
poruchy a schizofrenie ukazuji moznost spole¢nych predispozi¢nich
oblasti pro ob& nemoci (Badner a Gershon, 2002).

C. Studie genové exprese. U schizofrenie jsou popsany tfi
hlavni oblasti zmé&n genové exprese: downregulace kli¢ovych gent
pro myelinizaci a pro oligodendrocyty, zmény exprese genti
ovlivaujicich presynaptickou a postsynaptickou funkci a genti
kédujich metabolické enzymy (Katsel et al., 2005). U bipolarni
poruchy i schizofrenie byla zjijt&na zmé&na exprese genli se vztahem
k myelinizaci (Tkachev et al, 2003).

D. Asociaéni studie. Asocia¢ni studie zji$t'uji, které alely se
ast&ji vyskytuji u pacientl ve srovnani s kontrolami. Podle typu
zvolenych kontrol se rozliduji studie populaéni a rodinné. Asocia¢ni
studie jsou vhodné k detekci geni se stfednim a malym G¢inkem. K
asociaénim studiim se pouZzivaji kandidatni geny nebo markery. U
kandidatnich geni funké&nich se predpoklada pravdépodobna role v
patogenezi onemocnéni, kadidatni geny poziéni se nalézaji v
oblastech s dfive uréenou vazbou k porude. Ke screeningu celého
genomu je zapotfebi nékolika set tisic markerd, proto se markery
vétsinou pouZivaji v oblastech s vazbou k danému onemocnéni.



Pozi¢ni kandid4tni geny pro bipolarni poruchu a
schizofrenii. Konvergence pozitivnich vazebnych studii vedla k
detailnimu mapovani pozitivnich oblasti a k nalezeni specifickych
geni a objasnéni jejich funkce. Tabulka 2 ukazuje miru dostupnych
diikazi u kandidatnich gend pro schizofrenii a bipolarni poruchu.
Vétsinou byl predispoziéni gen nejprve zaznamenan u schizofrenie a
diikazy jsou také pro tuto nemoc nejvyrazn&jsi. Geny s nejlépe
prokazanym vztahem k obou nemocem zérovefi poskytuji silné
diikazy pro existenci genetickych oblasti, které zvy3uji predispozici
pres rozhrani schizofrenie a bipolarni poruchy.

Funkéni kandidatni geny. Strategie funk¢nich
kandidatnich gendi pouziva geny s pfedpokladanym funk&nim
vyznamem pro danou poruchu. Nejpfihodnéjsi zdrojem funkénich
kandidatnich geni jsou neurotransmiterové systémy. Vysledky studii
zamé&fenych na takové geny jsou viak dosud nejednoznagné.

Tabulka 2. Kandidatni geny pro bipoldrni poruchu a schizofrenii
(podle Craddock et al., 2006a, upraveno). Cim vice +, tim vice
dikazt. Hodnoceni je pfiblizné. Tugn& — geny nejvice implikované u
obou poruch zéaroveii. (+) — nereplikované/ nekonzistentni. Zkratky:
PROD —prolindehydrogendza, RGS4-reguldtor G-proteinové
signalizace4, NRG -neuregulinl, DISCI-Disrupted in
Schizpohrenial, COMT-katechol-O-methyltransferdza, XBP1 —
Human X box Binding Proteinl, SHTT — serotoninovy transportér

Gen Umisténina  Dikazy u Dikazy u Dilkazy
chromozdému  schizofrenie bipoléarni u
poruchy bipolarni
s psychézou  poruchy
PRODH  22qll )
RGS4 1923 ++
Dysbindin  6p22 +++++ + +
MRG 1 8pl12 ++++ + +
DISC 1 1q42 +++ ++ +
G72/G30  13q33 ++ ++
COMT 22ql1 + +
BDNF 11pl13 + +
XBPI 22ql2 )
SHTT 17q )

2. Cile prace

Vyty¢ili jsme si nasledujici experimentalni tkoly s cilem:

A. Identifikovat mutace genu fosfatidylinositol 4-fosfat 5-kindza typ
24 (PIP5K2A4) a provést asocia¢ni studii v souboru pacientt
s bipolarni poruchou a schizofrenii a v souboru odpovidajicich
kontrol.

B. Analyzovat promoterovou oblast P/P5K2A na pfitomnost
mutaci a provést asociaéni studii zji§ténych polymorfizma
v souborech pacienti s bipolarni poruchou, schizofrenii a
v kontrolnim souboru. Metodou EMSA zjistit, zda
identifikované mutace mé&ni vazbu najaderné proteiny izolované
z mysich a lidskych tkani.

C. Skrinovat promoterou oblast fosfatidylinositol 3 kindzy typ C3
(PIK3C3) na ptitomnost mutaci. Nalezené mutace genotypovat
v asocia¢ni studii bipolarnich, schizofrennich a kontrolnich
vzorki. Studovat pomoci EMSA, zda detekované polymorfizmy
ovliviiuji vazbu najaderné proteiny izolované z mySich a
lidskych tkani.

D. Detekovat nové mutace v promoterové oblasti a &asti vlastniho
genu fosfatidylinositol 4-kindzy (PIK4CA) a provést piedbéZnou
asociaéni studii porovnavajici frekvenci alel identifikovanych
mutaci u kontrol a pacientd s bipolarni poruchou a schizofrenii.

synaptojaninu 1 (SYNJI) v novém souboru pacientt z Ceské
republiky, ktery byl vytvofen v letech 2001-2003 na
Psychiatrické klinice v Praze.



3. Souhrn diserta&ni prace

Diserta¢ni prace obsahuje vysledky populagnich asociatnich
studii vybranych genii v souborech pacientii s bipolarni afektivni
poruchou, se schizofrenii a kontrol. Studované geny jsou soucasti
fosfoinositidové drahy, ktera ovliviiuje pfenos neurondlniho signalu
a fizeni synaptického vacku. Tato draha je pravd€podobnym
terapeutickym cilem piisobeni lithia, Iéku G¢inného v 16€b& bipolarni
poruchy. Mnohé geny této drahy v€etné gent nami studovanych se
nachazeji na mistech chromozomd se zjiténou vazbou k bipolarni
poruse, ke schizofrenii nebo i k obéma porucham zarovei.

Prvni prace se tykéa genu fosfatidylinositol 4-fosfat 5-kindza
typ 24 (PIP5K24), ktera se podili na syntéze fosfatidylinositol 4,5-
bifosfatu, kli¢ového fosfolipidu fidiciho pfenos signalu a pohyb
synaptického va&ku. Pfi skriningu polymorfizmi jsme pobliz »splice
donor site* exonu 9-intronu 9 identifikovali oblast s nedokonalym
opakovanim dinukleotidu CT. V distribuci alel této vysoce
polymorfni oblasti jsme nalezli mirny rozdil pfi srovnani pacienti
s bipolarni poruchou a schizofrenii s kontrolami. U pacienti se
&astéji vyskytovaly relativng vzacné, kratké varianty a homozygocita
pro bé&znou, dlouhou alelu byla &ast&ji zjist€na u kontrol.

Druh4 analyza se tyka promoterové oblasti PIP5SK2A4.
Identifikovali jsme vzacnou promoterovou mutaci -1007C—T. Tato
mutace byla &ast&ji nalezena u pacientii se schizofrenii oproti
kontrolam a jedini dva homozygoté pro tuto variantu byli pacienti se
schizofrenii. V souboru pacientli s bipolarni poruchou nebyly rozdily
v distribuci této mutace zjistény.

Druhym analyzovanym genem je fosfatidylinositol 3 kindza
typ C3 (PIK3C3). Pti skriningu promoterové oblasti PIK3C3 jsme
nalezli variantu -432C—>T, ktera se &ast&ji vyskytovala v souborech
pacientil s bipolarni poruchou a se schizofrenii oproti kontrolam.

Ctvrta prace je vénovana fosfatidylinositol 4-kindze
(PIK4CA), které spolupracuje s PIP5K2A pti syntéze
fosfatidylinositol 4,5-bifosfatu. Skrining dvou funk&nich domén a
promoterové oblasti PIK4CA vedl k identifikaci 15 riznych
polymorfizmii. Vzacné varianty byly nalezeny celkem u 3 pacientil
s bipolarni poruchou, u 3 pacientli se schizofrenii a pouze jedné
kontroly. Identifikovali jsme také n&kolik b&znych, nesynonymnich
zamén a bézny SNP v predpokladané promoterové oblasti. Z téchto
b&znych polymorfizmi byl u pacientd s bipolarni poruchou nalezen

mirny rozdil v distribuci promoterového SNP s trendem ke
statistické vyznamnosti.

Posledni prace se tyka synaptojaninu 1 (SYNJ1), inositol 5-
fosfatazy, regulujici recyklaci synaptického vacku. Vyzkumny tym
stejného pracovidté jiz dfive publikoval nalez mutaci SYNJI, které
byly zjidtény bud’ asté&ji nebo vyhradné u pacientt s bipolarni
poruchou. Na3im zamérem bylo zopakovat analyzu SYNJI v novém
souboru pacientl z Ceské republiky, ktery byl vytvofen v letech
2001-2003 na Psychiatrické klinice v Praze. Nalezli jsme nariist
poc¢tu homozygotl pro jednu variantu b&Zné mutace intronu 12,
av3ak tento nartst nedosahl statistické vyznamnosti.

Obé vyse popsané mutace, -432C—>T u PIK3C3 a -
1007C—>T u PIP5K2A, jsou podobné dal3i promoterové mutaci
(popsané dfive v jiné praci) -1898T—C u SYNJ!. Ve viech
ptipadech se mutace vyskytuje uvnitf nebo pobliz motivu ATTT.
Sekvence ATTT charakterizuje oblasti, na které se vazi transkrip&ni
faktory Oct-1 a Brn-2. Tyto faktory patfi do rodiny transkrip&nich
faktord POU, ktera reguluje genovou expresi béhem vyvoje mozku a
fidi postnatalni fungovani neuront.

Kromeé toho dvé z téchto variant, -432C—T u PIK3C3 a -
1007C—>T u PIP5K2A, vedou ke vzniku palindromovych sekvenci,
které funguji jako vazebna mista pro proteiny fidici transkripci.
Promoterové varianty, které jsme identifikovali, mohou tedy vazat
kromé ¢lent rodiny POU i dal$i transkrip&ni faktory. Tuto moZnost
potvrzuji vysledky nagich experimenti, v kterych:jsme u viech tfech
mutaci prokazali metodou EMSA (,,Electromobility Gel Shift
Assay*) zvy$enou vazbu proteinll izolovanych z my$ich a lidskych
mozki na alely s &ast&j$im vyskytem u pacientd s bipolarni poruchou
a se schizofrenii.

V analyzach né&kolika genti vybranych na zakladé jejich
funkce a pozice na chromozomu jsme nalezli n€kolik potencialné
funk¢nich mutaci, které se mohou podilet na rozvoji bipolarni
poruchy a schizofrenie. NaSe vysledky ukazuji, Ze abnormalni
regulace genl fosfoinositidové drahy mize byt podkladem rozvoje
bipolarni poruchy i schizofrenie. Tato hypotéza je v souladu
s dosavadnimi znalostmi o patogenezi obou téchto nemoci, v&etné
terapeutického u¢inku lithia, pfedchozich genetickych vazebnych
studii a fizeni neurogeneze.



4. Studie &. 1: Skrining polymorfizmia PIPSK2A jako
kandidatniho genu pro psychiatrické poruchy s vazbou na
chromozom 10p

Uvod

Fosfoinositidova (PI) draha je jednim z pravdépodobnych
cilti terapeutického pisobeni lithia pfi 16€bé bipolarni afektivni
poruchy (Obréazek 1). V terapeutickych koncentracich je lithium
acinnym, nekompetitivnim inhibitorem inositol monofosfatazy, ktera
zajistfuje jeden z krokd postupné defosfylace inositolfosfatd na
inositol (Hallcher a Sherman, 1980). Podle hypotézy deplece
inositolu (Berridge and Irvine, 1989) maze vést chronicka lé¢ba
lithiem ke snizeni hladiny inositolu v mozku, které dale vede
k poklesu syntézy fosfatidylinositol 4,5-bifosfatu (PIP2) a poklesu
prenosu signélu zprostfedkovaného PI drahou.

Inositol je prekurzorem fosfatidylinositol 4,5-bifosfatu
(PIP2), hlavniho membranového fosfolipidu, ktery ovliviiuje pfenos
signalu a pohyb synaptického vacku (Berridge and Irvine, 1989).
Syntéza PIP2 je regulovana specifickymi lipidovymi kinazami, které
fosforyluji fosfatidylinositol na pozicich D4 a D5 (Gehrmann and
Heilmeyer, 1998).

Klasicka funk&ni draha PIP2 je zahajena jeho hydrolyzou
fosfolipazou C (PLC) na druhé posly inositol 1,4,5-trifosfat, ktery
mobilizuje intracelularni zasoby kalcia, a diacylglycerol, ktery
aktivuje proteinkinazu C (Berridge and Irvine, 1989). PIP2 se vaze
pfimo na proteiny na synaptickych vagcich a dal3ich intracelularnich
strukturach a tim hraje roli v regulaci pohybu synaptického vacku
(Cremona et al., 1999). V neuronech ovliviiuje PIP2 fazi exocytozy i
endocytézy cyklu synaptického vatku vazbou na synaptické proteiny
(McPherson et al., 1996). Defosforylace PIP2 synaptojaninem vede
k odstranéni klathrinu z endocytovaného synaptického vacku, ktera
umoziiuje recyklaci synaptickych vezikult pro nové uvolnéni
transmiteru (McPherson et al., 1996; Cremona et al., 1999).

Lithium také zvy3uje koncentraci rozpustnych
inositolfosfatovych meziprodukti vznikajicich po ligandem
aktivované hydrolyze PIP2 (Casebolt and Jope 1991; Lenox and
Wang 2003). Lithium ma také dal3i G¢inky na fosfoinositidovou
drahu, a to inhibiéni a excitaéni Ginky na proteinkinazu C a inhibici
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glykogen syntazkinazy, ktera je teréem fosfatidylinositol 3,4,5-
trifosfatové signalni drahy (Jope and Bijur 2002).

Obrazek 1: Fosfoinositidova signalni draha

Obrazek 1- legenda: PI — fosfatidylinositol, PIP2 -
fosfatidylinositol 4,5-bifosfat, IP3 - inositol 1,4,5-trifosfat, [P4 —
inositol tetrafosfat, IP5 — inositol pentafosfat, IP6 — inositol
hexafosfat, INS ~ inositol, PKC ~ proteinkinaza C, PLC -
fosfolipaza C, G-p — G-proteiny, R — receptor, N — neurotransmiter.
Li — cile pdsobeni lithia.

Je zajimavé, Ze mnoho gend fidicich metabolizmus PIP2 i
dal3ich fosfoinositidl a inositol 3-fosfatd a dal3ich
inositolfosfatovych druhych posld se nachazi pobliz oblasti
chromozomi se zji§ténou vazbou k bipolarni afektivni poruse a
schizofrenii. Patfi mezi né také PIP5K2A — fosfatidylinositol 4-fosfat
5-kinaza, lokalizovana v oblasti 10p12, v oblasti s vazbou k bipolarni
poru$e a ke schizofrenii publikované v nékolika studiich (Rice et al.,
1997, Maziade et al. 2001).

S ohledem na tato pozorovani jsme se zaméFili na analyzu
PIP5K2A, ktera je hojné exprimovana v mozku. Fosfatidylinositol 5-
kinazy katalyzuji fosforylaci inositolového kruhu na pozici DS za
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pouziti fosfatidylinositolu nebo fosfatidylinositol 4-fosfatu jako
substrat(i a jsou zapojeny v pfenosu signalu aktivovaném
receptorem, funkci iontovych kanalii a funkci synaptického vacku
(Shyng et al., 2000).

Metody

Pacienti: Pacienti byli nabirani z klinik pfidruzenych k
Albert Einstein College of Medicine a z Psychiatrické kliniky
Univerzity Karlovy v Praze. Diagnéza byla stanovena naplnénim
kritérii RDC (Spitzer et al., 1978) na zaklad¢ interview SCID nebo
SADS-L nebo pomoci klinického interview upraveného podle
SADS-L. Pacienti podepsali informovany souhlas schvaleny
pislugnou etickou komisi. Kontrolni soubor byl tvofen anonymnimi
darci krve (USA, Ceska republika), pacienty hospitalizovanymi pro
somatické potize (Ceska republika) a studenty a zaméstnanci
nemocnice (Izrael, Ceska republika). Kontrolni soubor z Ceské
republiky byl skrinovan kratkym psychiatrickym interview na
ptitomnost psychiatrické nemoci. Soubory pacientii a kontrol si
slozenim odpovidaly ve v&ku, pohlavi a etnickém piivodu. Sto
osmnact pacientil s bipolarni poruchou, 96 se schizofreniia 119
kontrol bylo ze Severni Ameriky evropského plivodu. Soubor
schizofrenie se dale skladal z 80 pacientli se schizofrenii a 59 kontrol
z Izraele. Bipolarni skupina také zahrnovala 80 pacientl s bipolarni
poruchou a 93 kontrol z Ceské republiky. Tyto bé&losské vzorky byl
spojeny se vzorky z USA, protoze frekvence alel pro analyzované
varianty byla v kazdé kohort& podobna.

Detekce mutaci a genotypovani: DNA byla izolovana z celé
krve pomoci izola&niho kitu nebo standardni fenolovou extrakci.
V tvodnim skriningu mutaci bylo pouzito 24-45 vzorki DNA
ziskanych od nepfibuznych pacientil s bipolarni poruchou a
schizofrenii. Primery byly navrZeny tak, aby byly amplifikovany
exony a funk&ni domény na pfechodech intronii a exoni. Fragmenty
genomické DNA namnoZené PCR byly skrinovany na pfitomnost
polymorfizmi pomoci modifikace analyzy ,,single strand
conformation polymorphism* (SSCP) plivodné popsané Oritou et al
(1989). Pro fragmenty PCR mensi nez 225 nukleotidii byl skrining
metodou SSCP proveden pomoci systému minigelu. U vzorkl o
pfibliZzné délce 225-300 nukleotidli byla analyza SSCP provedena
pouzitim standardniho dlouhého sekvenovaciho zafizeni
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s radioaktivné ozna¢enym produktem PCR. U vétsiny PRC produkti
delsich nez 300 nukleotidii byly radioaktivng ozna&ené produkty
PCR rozitépeny vhodnou restrikéni endonukledzou (Haelll a
BamHI) a vzniklé mensi produkty byly analyzovany na dlouhém
sekvenovacim zafizeni. U vzorkli DNA s SSCP posunem pruhu byla
provedena sekvenc¢ni analyza DNA na purifikovanych templatech
PCR pouzitim fluorescenéné znaeného dideoxy sekvenovani. Byly
sekvenovany oba fetézce DNA. V né&kterych pfipadech byla DNA
namnoZena pomoci PCR s unikatnimi alelami s opakovanim
dinukleotid CT,subklonovana, plasmidova DNA byla izolovana a
podrobena sekven¢ni analyze DNA. Viechny vzorky byly
hodnoceny nezavisle dvéma vyzkumniky.

Potitatova analyza: Sekven¢ni idaje byly porovnany
s publikovanymi sekvencemi pomoci BLASTN ze sit®€ BLAST.
Identifikace mapovani gen, které Fidi fosfoinositolovy a
inositolfosfatovy metabolismus byla provedena pomoci Human
Genome Resources site na www strance NCBI.

Statisticka analyza: Asociace k polymorfizmim PIP5K2A4
byla testovana pomoci Pearsonova X’ testu nebo Fisherova
exaktniho testu (tabulka 2x2 pro frekvenci alel). K analyze vétsich
tabulek byl pouzit X? test pro nezavislost (pro tabulky 3x2).

K potitani X? a hodnot P byl pouzit statisticky program XSTAT.
Vsechny udavané hodnoty P jsou dvoustranné.

Vysledky

Pfedbézny skrining PIP5K2A4 zahrnoval analyzu exonii 2-
10, které obsahuji katalytickou doménu a vazebnou doménou pro
fosfatidylinositol. Exon 1 a pfedpoklddana promoterova oblast
nebyly skrinovany pro obtiZe technického razu. Identifikovali jsme 8
odlidnych variant (Tabulka 2). Tfi z toho byly synonymni zmény
(kodony 199, 309 a 391), jeden polymorfizmus v intronu 8
(IVS8 +20C->G) a dva polymorfizmy v netranslatované oblasti 3”-
konce (1257T—>G a 1412G—C), které nebyly dale zkoumany. Dal3i
byla transice na kodonu 251 v exonu 7, ktera vedla nesynonymni
zaméné (N2518) jiz dfive identifikované (Schwab et al. 2001). Dale
byla identifikovan vysoce polymorfni oblast na 5'- konci intronu 9,
pobliZ ,splice junction“ exonu 9 a intronu 9.

Schwab et al. (2001) publikoval signifikantni rozdil
v distribuci alely N251S u schizofrenie. Tento nalez jsme v3ak



nezopakovali ani u analyzovanych pacientii se schizofrenii
(genotypy: X*=0,26, P=0,88, 2df; alely X?=0,21, P=0,65, 1df) nebo
s bipolarni poruchou (genotypy: X*=0,78, P=0,68, 2df; alely
X%=0,56, P=0,49, 1df) (data nejsou uvedena).

Tabulka 2. Nalezené varianty PIP5K24

Nalezené varianty
Exon 5 Kodon 199 (GTA—>GTG)
Exon 7 N251S
Exon 8 Kodon 309 (CCG—>CCA)
Exon 8 1VS8p20C—HG
Exon 9 Opakovani CT v intronu 9
Exon 10 Kodon 391 (GAA—>GAG)
Exon 10 1257T—» a 1412G—C, 3’- netranslat. oblast

Polymorfizmus intronu 9, ktery jsme detekovali, sestava
z neuplného opakovani dinukleotidu CT. Se za¢atkem +8 vzhledem
ke ,,splice donor site* se nachazi usek vice nez 70 pyrimidind,
preru$enych pouze dvéma puriny na pozicich +13 a + 18 (Obrazek
3). Dvé hlavni alely se skladaji z 29 a 32 opakovani, které se od sebe
li§i pfitomnosti nebo absenci sekvence CCCTCT. Hlavni struktura
10 opakovani dinukleotidu TT, CC a CT je pfitomna v kazdé alele a
je nasledovana né&kolika typy opakovani CT. V8echny dosud
identifikované alely s po¢tem 22-27 opakovani jsou varianty alely
s po&tem 29 opakovani spolu s alelami s po¢tem opakovani 34-37 a
alely 28a a 30b. Alela s poétem opakovani 33 a jedna s alel s po¢tem
31 opakovani (31a) jsou odvozeny ze zakladni alely s poCtem 32
opakovani. Alely 28b, 28c, 30a a 31b maji unikatni strukturu. Tento
polymorfizmus je v silném vazebném disekvilibriu s SNP exonu 7
(pravdépodobnostni pomér 106,68 u kontrol, P<0,0001).

Pti analyze polymorfizmu s riznym po¢tem opakovani byl
zji$tén u bipolarni poruchy i schizofrenie v porovnani s kontrolami
nartist v poctu jedincd s malymi, relativné vzacnymi alelami
s mendim po&tem opakovani nez 29. Pro statistickou analyzu byly
kratké alely kvili malému po&tu ve studované populaci sdruZeny
dohromady. Pfi srovnani jedincd s alelami mensimi nez 29
opakovani s ostatnimi genotypy byl zjidtén trend ke statistické

vyznamnosti u pacientl se schizofrenii ve srovnani s kontrolami a
podobna tendence ve skupiné bipolarni poruchy (schizofrenie,
Fisheriv test =2,92, P=0,09; bipolarni porucha, Fisherliv test =2,16,
P=0,14).

Obrazek 3. Polymorfizmus intronu 9.
a. Sekvence s poétem 29 a 32 opakovani se sekvenci ccctct, ktera
neni pfitomna v alele s po¢tem 29 opakovani, sekvence ccctct
vyznadena tuéné. Hlavni struktura R znazorfiuje rozhrani intronu a
exonu s exonem zvyraznénym tuéné. b. Struktura viech nalezenych
alel, Cisla vlevo pfedstavuji pocet opakovani jednotek. Alely
s poftem opakovani 29 a 32 jsou zvyraznény tuéné a podtrZeny.

20 repeat  R-ttccttetctetitctctooctetetctetetetet
32 repest  R-ttccttototetttcictocctctetetctetototeeot
R=ATGGC/gtgagtatctccattitgt

b

37 R-tiectictetetttctetoo{ctlece
36  R-ticcttctetctttcteteo(ct)sce
35 R-ttccttetetetttetetec(ct)uce
34  R-tioctictototttctctoc(ct)zace
33  R-ttectictotetttetetoo(ctlscc(cthsce
cC

Rtecttetetetttctetec{etisec(cthace
31a  Rittocttcteictitctotoo(ctlecc(Ctiee
31b  R-toctictciotitctctoo(tycc{cthac
30a R-ticctictetctttetctoo({ct)sce(ct)iace
30b R-ticcttctetottictctoo(ct)gce

-§f CC

26a  R-ticcttctctcttictctoo(cthzce
28b  R-ficcttctotitict)ycc

28c  R-ftecttctetit(ct)yz

27 R-ticctictotettictetoo(cthsce
26 R-ttccttctotettictetoo(cthsce
25 R-fccttetotcttictetec(cthyce
24  R-ficctictetotticictoo(cthsee
23 Rftocttctotetticteteo(cthce
22 R-ttocttctotetitctctoo(ct)cc

Nejvyraznéj$im vysledkem byl nalez alely s po&tem 28
opakovaéni u 9 jedinct s bipolarni poruchou a 4 kontrol, au 9
pacienti se schizofrenii oproti 3 kontrolam, a nalez velmi kratkych
alel s poétem opakovani mezi 22 a 25 u &tyf pacientd s bipolarni
poruchou, 3 se schizofrenii a pouze u jedné kontroly (Tabulka3A,



Tabulka 3A. Asocia&ni studie polymorfizmu intronu 9 s riiznym podtem
opakovini CT. Distribuce alel intronu 9 s opakovani CT. Pocet jedincti a

B). Dale byl ptitomen také mirné& signifikantni rozdil v distribuci alel
mezi bipolarnimi pacienty a kontrolami pti porovnéni viech alel

s po&tem opakovéani men3im neZ 29 s alelami v&t3imi neZ 29
opakovani (X*=4,46, P = 0,03). Stejna analyza u schizofrennich
pacientl viak nebyla signifikantni (X*=0,02, P=0,83).

frekvence alel (v zavorkach).

>34 33 32 31 30 29 28 27 26 25242322

N =212 3 128 31 65 156 4 1 3
KONT (0,08) (0,30)(0,07)(0,15)(0,37)(0,01) (0,01)
N=1982 26 103 23 59 169 9 1 11
BP  (0,01)(0,07)(0,26)(0,06)(0,15)(0,43)(0,02)

N=1783 23 110 19 55 138 3 1 3 1

KONT (0,01)(0,06)(0,31)(0,05)(0,15)(0,39)(0,02) (0,02)
N=1761 28 102 26 48 131 9 4 11

SZ

(0,08)(0,29)(0,07) (0,14) (0,37)(0,03)(0,01)

Tabulka 3B. Homozygoté pro polymorfizmus intronu 9
s riznym poétem opakovani CT. Distribuce alel s riznym poctem
opakovani CT v intronu 9. Poty a frekvence homozygoti.
32/32 31/31 30/30 29729

KONT23 (0,11) 1(<0,01) 4(0,02) 31(0,15)

BP  12(0,06) 1(<0,01) 6(0,03) 32(0,16)

KONT 17 (0,095) 1(<0,01) 5(0,03) 26(0,15)

Sz 10 (0,06) 1(<0,01) 3(0,02) 25(0,14)

Byl zjit&n trend ke statistické vyznamnosti v po¢tu
bipolarnich pacienti, ktefi byli homozygoté pro alelu s poCtem
opakovani 32 (genotyp 32/32 ve srovnéni se viemi ostatnimi
genotypy, Fishertiv test =2,98, P = 0,08). Vysledky u pacienti se
schizofrenii byly obdobné, ale rozdil t&sn& nedoséhl statistické
vyznamnosti (Fishertv test = 1,85, P = 0,16). Test pro nestejné
frekvence haplotypt vytvofené SNP exonu 7 a polymorfizmem
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s riznym poc&tem opakovani intronu 9 u pacientt a kontrol nebyl
signifikantni (data nejsou ukdzana).

Tyto vysledky ukazuji, Ze alely s malym po&tem opakovani
odvozené z polymorfizmu s riznym poétem opakovani dinukleotidu
CT v intronu 9 miZe zplsobovat funk&ni zmé&nu v expresi genu
PIP5K2A, ktera ptispiva k rozvoji bipolarni poruchy a schizofrenie.
Homozygocita pro b&Znou alelu s poétem opakovani 32 muize
sniZovat riziko rozvoje bipolarni poruchy. Jinou moznosti je, Ze alela
s netiplnym opakovanim CT je ve vazebném disekvilibriu s
Jjinou funké&ni mutaci.

Diskuse

Hypotéza deplece inositolu je zajimava z mnoha aspektu,
véetn& vysvétleni specificity t&inku lithia na naladu u pacientt
s bipolarni poruchou. Pro tento model v3ak existuji jen omezené
experimentalni dikazy (Jope et al., 1998; O’Donnell et al., 2003).
Pozoruhodna je velmi mald vzdalenost n&kterych gent
fosfoinositidového nebo inositolfosfatového metabolizmu k oblastem
implikovanym u bipolarni poruchy a schizofrenie. Prikladem je
PIK4CA na chromozomu 22, deletovaném pfiblizn& u 90 % pacientl
s velokardiofaciadlnim syndromem, vrozené poruchy spojené
s vysokou prevalenci psychiatrickych poruch, dale SYNJI, ktery je 1-
2 megabaze od markerti na 21q22 s vazbou k bipolarni poru3e a
schizofrenii v n&kolika studiich, a PIK3C3, které se nachazi nékolik
centimorganti od markert 18q12 s vazbou k bipolarni poruse BD
(Saito et al., 2001).

Mezi dalsi geny fosfoinositidové drahy, které se nachazeji
pobliZ t&ch oblasti chromozomi, u kterych byla zjiiténa vazba
k bipolarni afektivni porude a schizofrenii, pat¥i fosfatidylinositol
transfer protein beta (22q12), PIB5PA — fosfatidylinositol 5-fosfataza
(22q11.2-13.2), PIP5K2A — fosfatidylinositol 4-fosfat 5-kinaza (10p)
a PIK3C2B, fosfatidylinositol 3-kinaza (1q32) (Berrettini et al.,
1994; Straub et al., 1994; Detera-Wadleigh et al., 1999; Lachman et
al., 1997; Rice et al., 1997; Schwab et al., 2001; Straub et al., 1998;
Faraone et al., 1998; Shaw et al., 1998; Brzustowicz et al., 2000;
Foroud et al., 2000; Levinson et al., 2000; Maziade et al., 2001).

Také fada genti ovlivitujicich metabolizmus inositol 3-
fosfatd a dalich inositolfosfatovych druhych posli se nachazi velmi
blizko oblasti s vazbou k bipolarni poruse a schizofrenii. Mezi né&



patfi ITPKB, inositol 1,4,5-trifosfatkindza (1q41), inositol 1,4,5-
trifosfatkinaza — ITPKA (15q14), KIA40274 — inositol 3-fosfataza
(6922), synapticka inositol 1,4,5-trifosfat 5-fosfataza (10q26), SAC2,
inositolfosfataza obsahujici doménu Sac (10q26) a myoinositol
monofosfataza 2 (IMPA2) (18p11.2) (Levinson et al., 1998;
Nurnberger and Foroud, 1999; Mowry et al., 2000; Yoshikawa et al.,
2001; Ekelund et al., 2001; Tsuang et al., 2001; Ewald et al., 2002).
Vzhledem k velkému poétu genil zapojenych v metabolizmu
fosfoinositidd v mozku muize viak byt jejich umisténi pobliz oblasti
s vazbou k duSevnim poruchdm nahodnym artefaktem.

Jedna z inositol 4-fosfatdz, INPP4B, se nachazi blizko
markeru na 4q, u kterého byla zji§téna vazba k ochrané pred
rozvojem bipolarni poruchy u vysoce rizikovych ¢lent rodiny
s bipolarni poruchou (Ginns et al., 1998). Mutace v tomto genu miiZe
mit lithiu podobny ucinek na inositolfosfatovy metabolizmus, kterym
se vyvazuje predispozice zpisobena pravdépodobné zmé&nami
fosfatidylinositidového a inositolfosfatového metabolizmu
zapfi¢in&€nymi bipolarnimi geny pfedavanymi v rodiné.

Hlavnim vysledkem analyzy PIP5K2A byl nalez vysoce
polymorfai oblasti s nedokonalym opakovéanim dinukleotidu CT,
ktera se nachazi blizko ,,splice donor site“ exonu 9. Jednotlivé alely
byly u pacientl ve srovnani s kontrolami nerovnomérné rozdéleny.
U pacientl s bipolarni poruchou a schizofrenii jsme nalezli mirny
narlst v po¢tu jedincl s mensim potem opakovani a pokles po¢tu
homozygotl pro b&znou alelu s po&tem 32 opakovani. Tato oblast je
tvofena rozsahlym polypyrimidinovym traktem, jehoz funk&ni
vyznam neni v sou¢asnosti znam. Polypyrimidinové trakty v délce
10-20 nukleotidl se vétdinou nachazeji na 3’-konci ,,splice acceptor
site*, kde hraji roli v odstranéni intronid z pre-mRNA a alternativnim
splicingu (Lou et al., 1999). Role polypyrimidinovych trakti na
,»splice donor site* v8ak neni znama. Sekvence CCCTC, ktera je
soucasti ustiedni sekvence pfitomné v alele s pottem 32, ale ne 29
opakovani, vytvafi vazebné misto pro CTFC, protein s mnoha
funkcemi v&etné represe transkripce, coz ukazuje moznost, Ze
exprese PIP5K2A by mohla byt modulovana terminaci transkripce
v intronu 9 (Perez-Juste et al., 2000).

V podskupiné pacientil s bipolarni poruchou a schizofrenii
zfejmé hraji roli spole¢né genetické faktory, jak ukazuji nalezy
markerii na riznych chromozomech s vazbou k obéma nemocemi
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zarovefi (Berrettini, 2000). Podle naieho modelu mohou byt hlavnim
problémem u obou poruch alelické varianty genii ovliviiujicich
regulaci fosfoinositidovych a inositolfosfatovych druhych posli.
Pokud je tato hypotéza spravna, je tieba vysvétlit dobrou
responzivitu ¢asti pacientl s bipolarni poruchou na lithium a $patnou
odpovéd’ na tento I€k u pacientil se schizofrenii. Jednou z moznosti
Jsou genetické odli$nosti specifické pro ob& poruchy, které se
vzajemné ovliviiuji s navrhovanou spole¢nou poruchou
fosfoinositidové drahy a modifikuji fenotyp a farmakologickou
odpovéd’ na lithium. Spole¢ny geneticky a biochemicky vyvoj, ktery
vysvétluje predispozici k bipolarni poruse a zarovef ke schizofrenii,
by mél dulezité disledky pro pochopeni patogeneze téchto nemoci,
vytvofeni (¢inn&jsi 1é¢by a predikci dobré odpovédi na lithium.
Konvergence genetickych, biochemickych a farmakologickych
nalezii popsanych v této praci sv&déi o tom, Ze geny
fosfoinositidového a inositolfosfatového metabolizmu by mé&ly byt
nahliZeny jako pfijatelni kandidatni geny pro pravdépodobnou
spole¢nou genetickou predispozici k t¥mto porucham.



5. Studie & 2: Skrining promoterové oblasti PIPSK2A u
bipoldrni poruchy a schizofrenie

Uvod

\Y% pfedchozich studiich na3e skupina skrinovala 9 z 10
kédujicich exonii PIP5K2A na pfitomnost polymorfizmi u pacienti
s bipolarni poruchou a schizofrenii. Tato studie pokryvéa exon 1 a
&asti predpokladané promoterové oblasti PIP5K24, ktera jsme dfive
neanalyzovali kviili technickym problémim s amplifikaci oblasti
bohaté na CG.

Metody

Pacienti: V této studii byly pouZity stejné soubory pacienti
jako ve studii €. 1.

Detekce polymorfizmii a genotypovéni: K namnoZeni
oblasti ptiléhajici k 5'- konci byly pouzity ptekryvajici se primery.
NamnoZeni analyzovanych oblasti bohatych na CG bylo dosaZeno
pomoci uZiti ,.,enhancerového* systému PCR podle instrukci
vyrobce. Fragmenty genomické DNA namnoZené PCR byly
skrinovany na pFitomnost polymorfizmi pomoci modifikace analyzy
SSCP piivodné popsané Oritou et al (1989) a modifikované nasim
tymem. Pokud byl na SSCP detekovan posun pruhu, byl vzorek
namnoZen a podroben sekvenéni analyze DNA. Genotypy byly
hodnoceny nezavisle dvéma vyzkumniky.

Electromobility Gel Shift Assay (EMSA): EMSA byla
provadéna podle publikovaného postupu (Hope et al., 1994). Byly
vytvoteny dvoufet&zcové oligonukleotidové proby obsahujici
mutovanou alelu promoteru PIP5K2A. Jaderny proteinovy extrakt
byl izolovan z my3i pomoci popsané techmky (Hope et al., 1994).
Protein byl inkubovén s prébou ozna&enou >°P a vzorky pak byly
odd&leny elektroforézou na nedenaturujicim gelu. Nenavéazany
oligonukleotid migroval na konec gelu, migrace oligonukleotidu
navazaného na protein byla zpomalena a byl pozorovan posun pruhu.
Specificita vysledné vazby byla prokazana kompetici s radioaktivni a
neradioaktivni probou.

Vysledky

Pti skriningu PIP5K2A byl nalezen jeden SNP v promotoru
1, jde o synonymni zménu na kodonu 10 (TCT-TCG), ktera nebyla
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dale analyzovana, dle dvé varianty v oblasti pro5: — 1007, C»T
(tgaacagatttccaC/Tggacggtgagtgcac) a — 896T—>C (Tabulka 1). Alela
-896C byla nalezena pouze u 3 jedincd, u jednoho s bipolarni
poruchou, jednoho se schizofrenii a jedné kontroly. Analyza
polymorfizmu -1007 ukazala vy33i frekvenci -1007T u pacienti se
schizofrenii ve srovnani s kontrolami, vysledky vSak nedosahly
statistické vyznamnosti (viz Tabulka 2). U pacientii s bipolarni
poruchou a kontrol nebyl zji$t&n rozdil. Pro -1007T byly nalezeni
pouze dva homozygoté, oba byli pacienti se schizofrenii. Genotypy u
schizofrenie se ligily od Hardy-Weinbergova ekvilibria (P=0,02).

Tabulka 1. Varianty promoterové oblasti - mutace jsou
znizornény velkymi pismeny
a) -1007, C—T, od 5’ k 3’ konci:  cagatttccaC/Tggacggtgagt
b) -867, T-C, od 5’ k 3’ konci:  aagggctctcgaT/Cgaggtccgaggt

Tabulka 2. Asociaéni studie varianty -1007, C->T
Polty osob s frekvenci v zavorkach. Genotypy: schizofrenie — SZ:
TT +CT versus CC: X2=l,36, P =0,24, alely: X’ =224, P=0,13,
bipolarni porucha - BP: genotyp: X’= 0,32, P =0,57; alely: X=0,31,
P =0,58. Viechny vysledky jsou oboustranné.

CC CT TT C T
Kontroly | 115 (0,935) | 8 (0,065 |0 238 (0,97) | 8 (0,03)
SZ 118(0,90) | 12(0,09) |2 (0,015) | 248(0,94) | 16 (0,06)
Kontroly | 212 (0,95) | 12(0,05) | 0 436 (0,97) | 12(0,03)
BP 205 (0,96) |9(0,04) |0 419 (0,98) |9 (0,02)

Alela — 1007T dava vznik palindromické sekvenci osmi
nukleotidi (TCCATGGA), ktery miiZe byt cilem pro proteiny, které
se vazi na DNA. Alela -1007 dale vytvafi misto, které ze 7/8
odpovida hlavnimu vazebnému mistu pro Oct-1, ¢lena rodiny
transkrip&nich faktori POU (konsensualni sekvence ATTTGCAT;
Zhao et al., 2002). Ke zjist&ni, zda se mohou proteiny vazat na
segment DNA obsahujici polymorfizmus -1007, jsme uZili metodu
EMSA. Jak ukazuje Obrazek 1, pfi pouZiti proteinu izolovaného
z my$iho mozku, ale ne z ostatnich orgéni, byl nalezen posun pruhu,
ktery je charakteristicky pro komplex DNA-protein (3ipka, sloupec 1




a 2). Mozkovy jaderny protein se také preferentné vazal na alelu -
1007T (porovnani sloupct 1 a 2). Specificitu interakce mezi
proteinem a DNAprokazuje vyblokovani posunu pruhu pfi pouziti
nadbytku radioaktivné neznageného oligonukleotidu (sloupec 3).
Bé&zny komplex DNA-protein je vidét ve viech tkanich (pruh pod
signalem specifickym pro mozek), pfesto neni znét vyrazny rozdil
v intenzité signélu pfi pouziti obou alel.

Obriazek 1: EMSA s pouZitim proteinového extraktu z my3ich
tkani: Sloupce 1 a 2: Sipka oznaguje narist vazby proteinu na alelu -
1007T. Sloupec 3 ukazuje specificitu vazebné aktivity T-alely
prokazanim kompetice s neradioaktivni probou ve stonasobném
nadbytku (T*). Sloupce 4-9: Alela T neovlivnila vazbu na proteinové
extrakty ze srdce, ledvin a jater, v tomto pofadi. Sloupce 10a 11:
Oligonukleotidové proby.

Brain Heart Kidney Liver Probe

Diskuse

Vyznamny vliv lithia na metabolizmus fosfoinositida a
inositolfosfatl ukazuje, Ze geny zapojené v fosfoinositidové a
inositolfosfatové draze jsou moznymi kandidaty pro dispozici
k rozvoji bipolarni poruchy. Mnoho genii fidicich syntézu nebo
defosforylaci PIP2, inositolfosfatli a dalSich fosfoinositidd, se navic
nachazi velmi blizko oblasti s vazbou k bipolarni poruse a zarover
ke schizofrenii. Nalezy nékolika sdilenych genetickych oblasti u
bipolarni poruchy a schizofrenie ukazuji, Ze mohou existovat
genetické a biochemické drahy spoleZné pro obé poruchy, které
interaguji s genetickymi faktory specifickymi pro danou nemoc a
vedou k rozvoji bipolarni poruchy s responzivitou na lithium,

22

bipolarni poruchy rezistentni na lithium nebo k rozvoji schizofrenie.
Takovou spole¢nou drahou mtze byt napfiklad metabolicka draha
fosfoinositidi a inositol fosfatd.
V ptedchozi studii jsme identifikovali polymorfizmus
s nedokonalym opakovéanim dinukleotidu CT v intronu 9, jehoz
kratké alely byly asociované s bipolarni poruchou i schizofrenii BD.
V soucasné analyze &asti 5°-oblasti jsme identifikovali dvé dalsi
mutace. Hlavnim nalezem je narlst v po&tu alel -1007T u pacienti se
schizofrenii ve srovnani s kontrolami. Rozdil nebyl statisticky
signifikantni, pravdépodobné pro malou velikost nadeho souboru.
Ve studii v3ak byli zji$té€ni pouze dva homozygoté, oba byli
pacienti se schizofrenii. Vytvofeni palindromu osmi bazi, ktery
odpovida potencialnimu vazebnému mistu pro POU/Oct-1, a
vysledky na$ich analyz EMSA ukazuji, Ze zaména nukleotidu Cza T
na pozici -1007 vede ke zméné funkce. MoZna souvislost mezi
alelou -1007T a schizofrenii, porovnana s nadim pfedchozim
nalezem asociace mezi kratkymi alelami intronu 9 s opakovanim CT
s bipolarni poruchou i schizofrenii, naznacuje, Ze mozna vazba
transkripéniho faktoru Oct-1/POU miZe byt abnormalné regulovana
u schizofrenie, ale ne u bipolarni poruchy. Tato pfedstava je
v souladu s neurodevelopmentalnim modelem schizofrenie a
s vyvojovou expresi transkrip&nich faktord POU.
Vysledky této studie v kontextu nasich pfedchozich studii a
teoretickych uvah o fosfoinositidové draze podporuji polymorfizmus
-1007 jako jednu z kandidatnich alel pro podskupinu pacientt se
schizofrenii a bipolarni poruchou.



6. Studie &. 3: Identifikace promoterové varianty PIK3C3
asociované s bipoldrni poruchou a schizofrenif

Uvod

PIK3C3 patti do rodiny fosfatidylinositol 3-kinaz, které
katalyzuji fosforylaci PIP2 a dal3ich fosfatidylinositolovych
meziprodukti na pozici D3 a davaji tak vznik 3kale 3-
fosforylovanych fosfatidylinositolovych signalnich molekul (Toker
and Cantley 1997). 3-fosforylované inositidy se podileji na fizeni
buné&ného riistu, onkogenni transformaci a neuronalnim pfenosu
signalu (Merlot and Firtel 2003). Lithium inhibuje glykogen
syntazkinazu, ktera je aktivovana fosfoinositol 3-kinazovou
kaskadou (Jope and Bijur 2002). PIK3C3 se nachézi na chromozomu
18q12, asi 5cM od markerti s vazbou k bipolarni poruse a také ke
schizofrenii.

Metoda

Pacienti: V této studii byly pouZity stejné soubory pacientii
jako ve studii &. 1.

Detekce mutaci a genotypovani: K namnoZeni oblasti
pfiléhajici k 5'- konci metodou PCR byly pouZity pfekryvajici se
primery. Fragmenty genomické DNA namnoZené PCR byly
skrinovany na pfitomnost polymorfizmi pomoci modifikace analyzy
SSCP piivodné popsané Oritou et al (1989). V potate¢nim skriningu
bylo pouZito 30 vzorki DNA nepFibuznych pacientii s bipolarni
poruchou a 30 se schizofrenii. SSCP analyza byla provedena na
standardnim dlouhém sekvenovacim zafizeni s radioaktivné
oznatenym produktem PCR. Vzorky DNA s posunem pruhu na
SSCP analyze byly pak purifikovany a sekvenovény fluorescentné
znatenym dideoxy sekvenovanim. Byly sekvenovany oba fetézce
DNA. SNP -432 promoter 3 byl analyzovan restrikénim 3t&¢penim
enzymem Swal, protoZe pfitomnost SNP vytvati restrik&ni misto pro
Swal. Genotyp byl hodnocen 2 vyzkumniky. Varianta inzerce/delece
-86 byla analyzovana pyrosekvenatorem PSQ HS 96 podle postupu
doporugeného vyrobcem.

Electromobility Gel Shift Assay (EMSA): EMSA byla
provadéna podle publikovaného postupu (Hope et al., 1994). Byly
vytvoteny dvoufetézcové oligonukleotidové proby obsahujici
mutovanou alelu promoteru PIK3C3, dal§i postup byl stejny jako
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v pfedchozi studii. VSechny experimenty na my3ich tkanich byly
zopakovany se tfemi zvifaty. Experimenty na lidskych mozcich byly
provedeny na 4 vzorcich ziskanych ze dvou mozkd. V experimentu
se ,,supershiftem byla pouZita protilatka proti Oct-1, ktera zk¥iZen&
reaguje s lidskym a hlodav&im proteinem Oct-1.

Statistické analyza: K potitani X%, hodnot P a Fisherova
testu byl pouZit statisticky ?rogram XSTAT. Asociace byla testovana
bud’ pomoci Pearsonova X* testu (tabulka 2x2). Viechny hodnoty P
byly oboustranné. Hladina statistické vyznamnosti byla nastavena na
p<0,05. Nebyly provadény korekce na opakované testovani.

Vysledky

Byly nalezeny dva polymorfizmy, inzerce C na pozici -86
nukleotidli vzhledem k po¢atku mista translace ATG, a transice
C—T na pozici -432 (Tabulka 2). Mutace 432C—T vytvati
sekvenci ATTTAAAT palindrom 8 bazi. Palindromy &asto
pfedstavuji mista pro proteiny, které se vaZi na DNA. Tento
polymorfizmus také vytvafi shodu 6/8 pro rozpoznévaci misto pro
faktory Oct-1 a Brn-2, &leny rodiny transkrip&nich faktori POU
(konsensualni sekvence ATTTGCAT).

V souboru z USA neby!| signifikantni rozdil v distribuci alel
mezi kontrolami a pacienty se schizofrenii a bipolarni poruchou. Byl
v3ak pfitomen ndrist poftu bipolarnich pacienti, ktefi byli
homozygoté, ve srovnani s kontrolami (Tabulka 3). Také jsme
analyzovali soubor bipolarnich pacientii z Ceské republiky. V této
skupiné:jsme na3li statisticky signifikantni rozdil v distribuci alel,
aCkoli byl potet homozygoti stejny (statistika viz Tabulka 3).
Genotypy pacientii a kontrol byly v Hardy-Weinbergoveé ekvilibriu s
vyjimkou souboru bipolarnich pacientii z USA, ktery se vyznamné
ligil (X?=9,1, p=0,003). Statisticky signifikantni rozdil byl také
detekovan v souboru pacientil z Izraele (statistika viz Tabulka 3).

V obou hlavnich poskupinich — Sefardské a Akenazi - byl
zaznamenan vyrazny nartst ve frekvenci alely —432T u pacienti se
schizofrenii ve srovnani s kontrolami, a to i pfes malou velikost
souboru (viz Tabulka 3). Homozygoté nebyli nalezeni, coZ e

v souladu s obecné nizkou frekvenci alely -432T u izraelskych
kontrol.



Tabulka 2: Detekované promoterové polymorfizmy PIK3C:
Shoda s vazebnym mistem Oct-1/Brn-2/POU je uvedena tu¢n&
(atttgcat), polymorfizmus je velkym pismenem. Oktamerova
homologie vytvati s alelou -432T palindrom o osmi bazich
(podtrzen). V nemutované alele -86 jsou podtrzeny dva palindromy o
5 bazich “pantového” typu.

-86insC ggaaccggaagttcegtgttgtggggcte
ggaaccggaagttccCgtgttgtggggctc

Zkratky: KONT — kontroly, §Z - scl3izofrenie. Frekvence alel SZ vs
KONT v souboru Askenazi Zidi (ASK) z Izraele, Fisherliv
test=5,67, p=0,02

ISR-SEF | CC CT TT | C T
KONT 0,93(38) |0,073) |0 |096(79) |0,04()
SZ 0,74 (56) |0,26(20) | (0) | 0,87 (132) |0,13(20)

-432C-»T

ggaatttaaaCctggcaaaatt

ggaatttaaaTctggcaaaatt

Tabulka 3. Asociaéni studie PIK3C3 -432 C->T SNP

USA |CC CT TT C T
KONT | 0,80 (122) | 0,19(29) |0,013(2) | 0,89 (273) | 0,11 (33)
BP 0,79 (107) | 0,16 (22) | 0,044 (6) | 0,87 (236) | 0,13 (34)
SZ 0,74 (96) | 0,23 (30) | 0,023(3) | 0,86(222) | 0,13 (36)

Zkratky: KONT—kontroly, BP-bipolarni porucha, SZ-schizofrenie.
TT vs CC+CT: BP vs KONT, Fishertv test=2,50, p=0,11; SZ vs
KONT, Fisheriiv test=0,49, p=0,49. Frekvence alel BP vs KONT, X’
=0,46, p=0,50; SZ vs KONT, X?=1,31, p=0,25. Viechny vysledky
jsou oboustranné.

CR cC CT TT C T

KONT | 0,82(84) |0,17(17) |[0,02(2) |0,90(185) |0,10(21)

BP 0,63 (52) [0,35(29) {0,02(2) |0,80(133) |0,20(33)
Zkratky: KONT - kontroly, BP — bipolarni porucha. TT+CT vs CC:

BP vs KONT u pacientti z Ceské republiky, Fisheriv test =8,36,
p=0,004. Frekvence alel BP vs KONT, X =6,95, p=0,008.

IZR-ASK | CC CT TT | C T
KONT 0,96 (46) |0,04(2) | (0) |0,98(94) |0,02(2)
SZ 0,79 (38) | 0,21 (10) | (0) | 0,90(86) |[0,10(10)

Zkratky: KONT — kontroly, SZ — schizofrenie. Frekvence alel SZ vs
KONT v souboru sefardskych Zidii (SEF) z Izraele, Fisheriv test
=5,65, p=0,02. Slou&eny soubor vzorkl Zidi A¥kenazi a sefardskych
Zid SZ vs KONT, Fishertv test =12,81, p=0,0003

Dale jsme u 320 jedinct analyzovali promoterovou mutaci —
86insC- Alela —86insC je v iplném vazebném disekvilibriu s mutaci
—432T (r*=1,00), a to v heterogenni b&loské populaci z USA i
v etnicky homogennéjsi skupin€ z Ceské republiky (idaje nejsou
uvedeny).Proto nebyl tento polymorfizmus analyzovan v celém
souboru vzorku.

K ur&eni, zda se mohou proteiny vazat na fragmenty DNA
obsahujici polymorfizmy -432C—T a —-86insC, jsme pouzili EMSA.
Jak ukazuje Obrazek 1, byly detekovany posuny pruhi svéd¢ici o
komplexech DNA-protein pfi pouZiti proteinii izolovanych z my§iho
i lidského mozku a z dal3ich my$ich tkani. Vysledny vzor byl
specificky pro jednotlivé alely. V my3im mozku a dal3ich vzorcich
my3ich tkani byl komplex DNA-protein nalezen pfi pouZiti
oligonukleotidu obsahujiciho -432T, ale ne pfi uziti -432C (,,A“

v Obrazku 1). V my$im mozku, ledvinach a jatrech bylo n€kolik
dalgich komplex&i DNA-protein. Tyto sice nebyly alelicky
specifické, ale intenzita signalu byla v&tSi pfi uziti oligonukleotidu s
-432T nez s -432C, s vyjimkou jater. V lidském mozku byl ve striatu
pii pouziti oligonukleotidu -432T pFitomen unikatni komplex DNA-
protein (pruh ,,B*). B&Zny pruh nalézajici se pod pruhem ,B* byl
detekovan pii pouziti obou alel, ale intenzita signalu byla vétSis -
432T. Pro specificitu interakce mezi proteinem a DNA sv&dei
vyblokovani vazby DNA na protein v pfislu§nych pruzich pomoci
nadbytku nezna&eného oligonukleotidu (sloupec 3). Podobné
vysledky jsme ziskali v lidské tkani (lidaje nejsou uvedeny).




Kviili homologii vazebnych mist pro transkripéni faktory
zrodiny POU jsme se pokusili o ,,supershift* pruhii pomoci
dostupnych protilatek proti dvéma faktorim, Oct-1 a Oct-6.
Protilatky specifické proti proteinim navazanym na DNA by dale
zpomalily migraci komplexu DNA-protein a na autoradiogramu by
se znazornily jako superposunuty pruh. Zadny ,,supershift jsme
viak nedetekovali (neni ukazano).

Obrazek 1. Experiment EMSA s SNP -432.
Ve vazebné analyze byl pouzit protein izolovany z celych mysich
mozkl (1-3), lidsky mozek (sloupce 4-7) a rliznych mysich tkani —
srdce, ledvin a jater (sloupce 8-13). Jednotlivé alely jsou ozna&ené
nad sloupci. Sloupec 3 (T*) ukazuje vazebny experiment, ve kterém
byl pouzit 50 nasobny ptebytek neznadeného primeru s alelou -432T
k blokovani vzniku komplexu protein-DNA. Sloupce 14 a 15 jsou
reakce sestavené bez proteinu. Komplex my3iho proteinu — DNA
detekovany pouze s oligonukleotidem -432T je vyznaden Sipkou A,
komplex lidského proteinu — DNA je vyznaéen $ipkou B.
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brain —
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EMSA jsme pouzili také k analyze polymorfizmu —86insC.
V tomto experimentu byla detekovana velmi vyrazna, alelicky
specifickd zmé&na v intenzit& signalu pfi pouZiti oligonukleotidu
obsahujiciho insert C ve srovnani s nemutovanou alelou (3ipka
v Obréazku 2). Signal byl pfitomen v kazdé zkoumané mysi tkani,
nejvyrazné&ji v mozku. Spole&ny pruh byl vidét v my3i i lidské tkani
s mirnym nartstem v lidském kortexu pti uziti oligonukleotidu
s inzertem C.

Obrizek 2. Experiment EMSA s polymorfizmem —-86insC.
Protein je stejny jako v Obrazku 1. C+ je oligonukleotid s insertem
C, C- je oligonukleotid bez inzertu. Sloupec 3 (C*+) je vazebny
experiment, ve kterém byl pouZit 50-nasobny pfebytek neznaleného
primeru k blokovani vzniku komplexu protein-DNA.
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SNP -432 je podobny dv&ma daldim mutacim, které jsme jiZ
detekovali v promoterové oblasti dvou dal3ich fosfoinositidovych
genll, SYNJI a PIP5KCA. Viechny &aste¢né odpovidaji oktameru
vazebného mista pro Oct-1/Brn2/POU s motivem ATTT. SYNJI -
1898T—C se nachazi v ustfednim motivu ATTT a méni shodu
s konsensualnim oktamerem z 5/8 na 4/8. PIP5KCA —-1007C>T
zvy3uje potet bazi v ustfedni konsensualni sekvenciz 6 na 7
(Tabulka 4). Homozygocita pro PIP5K24 -1007C—T byla piivodné
nalezena u dvou pacientl se schizofrenii a u Zadného pacienta
s bipolarni poruchou a zadné z kontrol, varianta SYNJ] —1898T—C
byla zjist&na u jediného pacienta s bipolarni poruchou (Saito et al,
2001). V obou pfipadech, podobné jako v nalezech u PIK3C3 -
432C—T ukézanych v Obrazku 1, byla pro oba polymorfizmy
zjisténa vyrazna, alelicky specificka vazby na mozkovy jaderny
protein (viz Studie &. 2, nepublikované pozorovani pro -1898T
—C).Podobnost mezi témito variantami nasvéd¢uje tomu, Ze
zménéna vazba k &leniim rodiny transkripénich faktori POU mize
ovliviiovat expresi gent regulujicich fosfoinositidovou drahu a tak
zvySovat predispozici k rozvoji bipolarni poruchy a schizofrenie
v podskupiné pacienti.



Tabulka 4. Mutace SYNJI a PIP5K2A s homologii Oct-1/Brn-2
Konsensualni sekvence pro Oct-1/Brn-2 (atttgcat) je zndzornéna
tuéné, varianty jsou velkymi pismeny. Podtrzen je palindrom 8 bazi
(atttccat) vytvoteny alelou -1007T. Dale je podtrzena konsensualni
sekvence pro E-box transkrip€ni faktory (canntg) v -1898.

SYNJI —1898T—>C
aagcacaTttgttettga
C
PIP5SK24 —1007C>T

cagatttccaCggacgg
T

Diskuse

Polymorfizmus -432 C—T, identifikovany v naem
skriningu mutaci P/K3C3, ma u pacientd s bipolarni poruchou a
schizofrenii heterogenni a komplexni distribuci. V souboru pacientt
z USA bylo homozygotnich pro alelu -432T 4,4 % pacient, ale jen
1,3 % kontrolnich jedinci. Nebyl v3ak zjist&n rozdil v podtu
heterozygotti a v celkové distribuci alel, ani nebyl nalezen
signifikantni rozdil mezi kontrolami a pacienty se schizofrenii. U
bipolarniho souboru z Ceské republiky byl naopak zjistén
signifikantni nariist v po¢tu heterozygotti ve srovnani s kontrolami
beze zmény frekvence homozygotii. Frekvence alely —432T byla

vy3&i v souboru bipolarnich pacientil nez v jiné analyzované skupinég.

V souboru vzorkl pacientl se schizofrenii z Izraele byl
pfitomen narust v po¢tu heterozygotli se schizofrenii ve srovnani
s kontrolami z podskupin Askenazi a Sefardu, ale velikost souboru
byla po rozdé&leni vzorki z Izraele do dvou hlavnich etnickych
skupin pfili§ mald, coz zvy3uje riziko chyby typu I. Pfi¢ina
signifikantniho rozdilu v distribuci alely ~432T u pacienti se
schizofrenii byla v nizké frekvenci této alely u izraelskych kontrol,
frekvence alely —432T u pacientl se schizofrenii z Izraele byla jen
mirné vy38i nez frekvence u kontrol z USA. Pokud tyto udaje nejsou
ovlivnéné chybou typu I zplisobenou populaéni stratifikaci a malou
velikosti souboru, nejjednodudsi biologickou interpretaci je, ze az
interakce jinych genti s polymorfizmem P/K3C3 vede k rozvoji
psychiatrickych problémt, a Ze alelické varianty t&chto genti nutné
pro manifestaci psychiatrickych obtizi jsou v riznych etnickych
skupinach rozdéleny nerovnomérné.

Na vysledky analyzy genu P/IK3C3 je tfeba pohlizet
s opatrnosti vzhledem k vysoké mife zat&Ze asociatnich studii
psychiatrickych poruch chybou typu I, obzvlast& v heterogenni
populaci z USA. Pro potvrzeni vysledkii bude nutné proveést rodinné
asocia&ni analyzy rozsahlé asociaéni studie v homogenné;jsi populaci
s pouzitim genomickych kontrol.

Nasim naleztim v3ak dodavaji na vaze vysledky studii
EMSA a kontext nadich pfedchozich studii, ve kterych jsme u
pacienttl s bipolarni poruchou a schizofrenii identifikovali ve
fosfoinositidovych genech vzacné promoterové mutace, které
vyrazné pfipominaji SNP —432 PIK3C3. Ve v3ech pfipadech se
promoterova varianta vyskytuje uvnitf nebo pobliz motivu ATTT,
ktery se nachazi u transkripénich faktorl rodiny POU. Dvé z t&chto
alel, PIK3C3 -432T a PIP5SK24 -1007T, vytvafeji palindromy, které
se &asto nachazeji jako Ustfedni rozpoznavaci sekvence pro proteiny
vazici DNA. Mutace SYNJ/-1898 T—C nezasahuje palindrom, ale
motiv ATTT se piekryva s konsensualni sekvenci pro transkrip&ni
faktory rodiny E-box a zarovei je podobny vazebnému misto pro
POU. Promoterové varianty, které jsme identifikovali, mohou kromé
¢lent rodiny POU vazat i dal3i transkrip&ni faktory.

Tuto moznost podporuji nade experimenty EMSA, které u
vétdiny analyzovanych promoterovych variant ukazuji Eetné posuny
pruhti. Insert —86C, ktery je ve vazebném disekvilibriu s ~432T, se
nenachazi v sekvenci konsensualni pro POU, ale uvnitf dvou
pétibazovach palindromi po obou stranach jediného nukleotidu.

Podle nagich EMSA experimentli maji promoterové
polymorfizmy &astéji nachazené u pacienti s bipolarni poruchou a
schizofrenii vyrazny vliv na vazbu jadernych proteinti izolovanych
z mozku. Transkripéni faktory rodiny POU jsou dilezitymi
regulatory genové exprese b&hem vyvoje a n&kolik z nich, hlavné
proteiny Brn, hraje kli¢ovou ulohu pfi vyvoji mozku (Latchman
1999). Mnoho genii exprimovanych v mozku, které jsou nezbytné
pro vyvojovou a povyvojovou funkci neuroni, je ovlivnéno proteiny
POU, veetn& SNAP-25, neurofilament, nikotinového receptoru a Bcel-
2 (Latchman 1999). Ztrata exprese jednotlivych &lenti rodiny POU u
transgennich knockoutovanych mysi ma zasadni vliv na vyvoj
mozku (Latchman 1999).

V této diskuzi jsme se soustfedili na SNP -432, protoze
zasahuje motiv ATTT. Pokud je viak nalez pozitivni asociace



skutedny, mohl by byt zpisobeny dal3i alelou ve vazebném
disekvilibriu s -432T. Varianta -86insC, kteraje v iplném vazebném
disekvilibriu s -432T, je také moznym kandidatem, protoze také
ovlivituje vazbu mozkovych proteint alelicky specifickym
zpusobem.

Moznost, Ze geny regulované transkripénimi faktory POU
by mohly byt kandidaty pro predispozici k rozvoji bipolarni poruchy
a schizofrenie, je v souladu s dal3imi molekularnimi a genetickymi
nalezy. Na schizofrenii se nahliZi jako na neurovyvojovou poruchu,
ktera miZe byt u geneticky predisponovanych jedinct zpisobena
napf. prenatalnim poSkozenim. ProtoZe transkrip&ni faktory rodiny
POU hraji ve vyvoji mozku i postnatalnim fungovani mozku
nezastupitelnou roli, mohly by byt geny ovliviiované transkrip¢nimi
faktory POU spojkou vyvojovych a povyvojovych aspektt
psychiatrickych poruch. Roli POU faktori v rozvoji schizofrenie
dale podporuje nalez zvy3eni proteinu Oct-6 postmortem v mozcich
pacientl ve srovnani s kontrolami (Ilia et al 2002).

Zmény fosfatidylinositidového pfenosu signalu se dobfe
dopliuji s dal3imi kandidatnimi geny identifikovanymi u
schizofrenie a bipolarni poruchy, s neuregulinem 1 as GRK3
(Barrett et al 2003; Stefansson et al, 2003). Neuregulin je ristovym
faktorem ovliviiujicim rist neuritu, migraci neuronti a apoptozu,
ktery je spoustén po aktivaci receptorti rodiny EGF/ErbB. Tyto
receptory vyuzZivaji fosfatidylinositol 3-kinazu ve své kaskadé
ptenosu signalu (Castellino a Chao 1999). V rozvoji bipolarni
poruchy mize hrat roli promoterova mutace GRK3, &lena rodiny
kinaz betaadrenergniho receptoru, ktery se nachazi na chromozomu
22q11 (Barrett et al, 2003). Kinaza betaadrenergniho receptoru
spolupracuje s fosfatidylinositol 3-kinazou pfi koordinaci
endocyt6zy receptoru zavislé na klathrinu (Naga Prasad et al, 2002).

Nase vysledky ukazuji, Ze abnormalni regulace
fosfoinositidovych geni, napfiklad transkrip&nimi faktory rodiny
POU, muize byt etiologickym podkladem rozvoje bipolarni poruchy a
schizofrenie. Tato hypotéza dobfe odpovida riznym aspektiim
patogeneze schizofrenie a bipolarni poruchy, v¢etné terapeutického
uginku lithia, studii genetické vazby, nedavno identifikovanych
kandidatnich genti a poznatkiim o vyvoji nervového systému.

7. Studie &. 4: PIK4CA - kandidétni gen pro psychiatrické
poruchy s vazbou na chromozom 22q11.

Uvod

Fosfatidylinositol 4-kinaza (P/K4CA) katalyzuje prvni krok
fosforylace pti syntéze PIP2. PIK4CA je kédovéana na chromozomu
22ql1, v oblasti implikované v rozvoji bipolarni poruchy a
schizofrenie v né&kolika vazebnych studiich (Pulver et al., 1994;
Lachman et al., 1997). Vztah oblasti 22q11 k dudevnim porucham
podporuji také studie velokardiofacialniho syndromu (VCFS),
vrozené poruchy zptisobené mikrodeleci 22q11, spojené s vysokym
vyskytem psychiatrickych poruch (Papolos et al., 1996).
Fosfatidylinositol 4-kinazy se mimo jiné nachézeji na malych
synaptickych vezikulech a maji vliv na uvolfiovani transmiterd,
reguluji retrogradni transport nervového riistového faktoru a hraji
roli v endocytoze receptorli (Reynolds et al., 1999). V této studii
jsme skrinovali ¢ast genu P/K4CA na pfitomnost polymorfizmt a
provedli jsme predb&znou asocia¢ni studii srovnani frekvence alel
polymorfnich variant u kontrol a pacientii s bipolarni poruchou a
schizofrenii.

Metody

Pacienti: Pacienti s bipolarni poruchou a schizofrenii byli
diagnostikovani bud’ na zakladé SADS-L interview nebo pomoci
nestrukturovaného klinického interview upraveného podle SADS-L
podle kritérii RDC (Spitzer et al., 1978). Pacienti byli nabirani
z klinik a ordinaci pfidruZenych k Albert Einstein College of
Medicine a Bronx Psychiatric Center. V§ichni pacienti podepsali
informovany souhlas schvaleny odpovidajici Etickou komisi.
Kontrolni skupinu tvofili anonymni dérci krve bez provedeni
skriningu pfitomnosti psychiatrické poruchy. Vichni pacienti a
kontroly byly b&lo¥ského pivodu.

Detekce mutaci a genotypovani: DNA byla izolovana z celé
krve bud’ pomoci izolagniho kitu nebo standardni fenolovou extrakci.
Primery byly ptipraveny na zakladg intronovych sekvenci tak, aby
dochazelo k amplifikaci exon(i, pfechodii exon-intron a oblasti
pfiléhajici k 5’- konci. Fragmenty genomové DNA namnoZzené
pomoci PCR byly skrinovany pro polymorfizmy pomoci modifikace
analyzy SSCP (Orita et al., 1989). Pro skrining polymorfizmii bylo



pouzito 24-45 vzorkli DNA ziskanych od nepfibuznych pacientt
s bipolarni poruchou a schizofrenii. Pro fragmenty PCR mensi nez
225 nukleotidii byl skrining metodou SSCP proveden pomoci
systému minigelu. U vzorku o pfiblizné délce 225-300 nukleotidt
byla analyza SSCP provedena pouzitim standardniho dlouhého
sekvenovaciho zatizeni s radioaktivné oznatenym produktem PCR.
U vé&tSiny PRC produkti delich nez 300 nukleotidt byly
radioaktivné oznacené produkty PCR rozitépeny vhodnou restrik&ni
endonukledzou (Haelll, BamHl) a vzniklé men3i produkty byly
analyzovany na dlouhém sekvenovacim zafizeni. U vzorki DNA
s SSCP posunem pruhu byla po purifikaci provedena sekven¢ni
analyza DNA. Analyzou SSCP byly vyhodnoceny v3echny vzorky.
Hodnoceni bylo provadéno nezavisle dvéma vyzkumniky.

Potitatova analyza: Sekven¢ni udaje byly porovnany
s publikovanymi sekvencemi pomoci BLASTN ze sit¢ BLAST pti
National Center for Biotechnology Information. K identifikaci
moznych mist pro vazbu proteinti na DNA byly pouzity programy
Matlnspector V2.250 a TFSEARCH.

Statisticka analyza: Asociace SNP P/4KCA byla testovana
pomoci Pearsonova X test (tabulka 2x2 pro frekvenci alel) a X*
testu pro nezavislost (tabulka 3x2 pro genotypy). Ke spo&itani
hodnot X? byl pouzit statisticky program StatXact-3. Viechny
udavané hodnoty P jsou dvoustranné.

Vysledky

Skrinovali jsme ptedpoklddanou 5" -promoterovou oblast
PIK4CA a 20 distalnich exont, které kéduji katalytickou doménu a
plekstrinovou homologii. Celkem bylo identifikovéno 15
polymorfizmi v 21 analyzovanych amplimerech (Tabulka 1).

V celém souboru vzorki jsme analyzovali viechny
promoterové varianty a dale polymorfizmy, které jsme na zaklad¢
analyzy sekvence DNA povazovali s velkou pravdépodobnosti za
funkéné signifikantni. Také jsme analyzovali nefunk&ni
polymorfizmy, pokud se nachézely ve stejném amplimeru jako
potencialné funk¢ni varianty (mohly byt snadno hodnoceny na
stejném gelu). Varianta v intronu 55 (-12G—>A) nebyla dale
analyzovana, protoZe Zadna alela neménila obsah pyrimidind.
Konzervativni polymorfizmy také nebyly dale zkoumany.
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Tabulka 1. Polymorfizmy detekované v genu PIK4CA

Set
primeri  Polymorfizmus

prol 31A—G
prol 38C— T
prol AGC — AGT kodon 12 (synonymni zména)

exon48  E2079Q

exon48 1VS47-22G — C

exon 49/50 12110V (konzervativni zména)

exon 49/50 GAG — GAA kodon 2104 (synonymni zména)
exon 52  ACT — ACC kodon 2252 (synonymni zména)
exon52 IVS52+4A —G

exon 54 GGT —» GGC kodon 2292 (synonymni zména)
exon 54  R2259C

exon 55 GGC — GGG kodon 2300 (synonymni zména)
exon 56  1VS55-12G — A PPT purin — purin

exon 56  V2356A (konzervativni zména)

exon 56 GAT — GAC kodon 2355 (synonymni zmé&na)

Na zaklad& t&chto rozhodnuti bylo v celém souboru vzorki
analyzovano 11 polymorfizmi, z nich 5 bylo velmi vzacnych (viz
Tabulka 2). Z t&chto jsou nejpravdépodobngji funk&né signifikantni -
38C—T a IVSS52 + 4A—>G. Polymorfizmus 1VS52 vede
k vytvoteni ,,splice donor site®, ve kterém se 2 baze lisi od
konsenzualniho ,,splice donor site“ o 8 bazich (Ketterling et al.,
1999). Polymorfizmus -38T vytvati shodu 7/8 pro rodinu faktort
vézicich se na cAMP (CREB). Frekvence vzacnych variant u
pacientt: se schizofrenii, bipolarni poruchou a kontrol je uvedena
v Tabulce 2.

T¥i z variant, které jsme nalezli, byly b&¢zné SNP, ktere
mohou byt funk&ng signifikantni. Mezi tyto patfi promoterovy
polymorfizmus -31A — G a varianty E2079Q a R2259C. Analyza
t&chto variant v celém souboru dat neukézala signifikantni rozdil
v distribuci alel u pacientt s bipolarni poruchou a schizofrenii ve
srovnani s kontrolami (Tabulka 4). V distribuci promoterové
varianty na pozici -31 byl v8ak nalezen trend k statistické



vyznamnosti u bipolarnich pacientd, a to pti porovnani homozygott

pro wild alelu se viemi ostatnimi genotypy (statistika viz Tabulka 4).

Aék‘oli pacienti se schizofrenii méli stejnou frekvenci -31A jako
pacienti s bipolarni poruchou, porovnani s kontrolami nebylo

signifikantni kviili men3i velikosti souboru (statistika viz Tabulka 4).

Tabulka 2. Frekvence vzdcnych variant PIK4CA

KONT BP Sz
Pravdépodobné funkéni

prol -38C—T 0/134  1/133  0/100
exon 52 IVS52(+4A —G) /121 2/124  3/96
Pravdépodobng nefunk&ni

prol AGC—AGT kodon 6/134  6/133  3/100
12, synonymni

exon 48 IVS47(-22G —C) 17122 1/124  0/95

exon 52 ACT—ACC kodon /121 1/124  0/96
2252, synonymni

Tabulka 2 - legenda: Frekvence polymorfizmii je rozdélena na
zaklad€ sekvence DNA na polymorfizmy potencialné& funkéni a
pravdépodobné nefunk&ni (podrobnosti viz Vysledky). KONT -
kontroly; BP — bipolarni porucha; SZ - schizofrenie.

Tabulka 4. Frekvence polymorfizma

Kontroly BP SZ

S3I(A—G)

AA 57(0,43) 70(0,53) 52(0.52)

AG 65 (0,48) 53 (0,40) 40 (0,40)

GG 11(0,08) 9(0,07) 8(0,08)

A 179 (0.67) 193 (0,73) 144 (0,72)

G 87(0.33) 71(0,27) 56 (0,28)
E2079Q

1,1 67 (0,55) 73(0,59) 49 (0,52)

1,2 47 (0,39) 46 (0,37) 43 (0,46)

2,2 8(0,07) 5(0,04) 2(0,02)

1 181 (0,74) 192 (0,77) 141 (0,75)
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2 63 (0,26) 56 (0,23) 47 (0.25)
R2259C

1.1 73 (0,52) 79 (0,58) 60 (0.60)

1,2 62 (0,44) 55 (0,40) 39 (0,39)

2.2 6(0,04) 3(0,02) 1(0,01)

1 208 (0,74) 213 (0,78) 159 (0,80)

2 74 (0.26) 61 (0.22) 41(0,21)

Tabulka 4 - legenda: Distribuce genotypti promotorového SNP -31
a nesynonymni varianty E2079Q (alela 1 je 2079E a alela 2 je
2079Q) a R2259C (alela 1 je 2259R a alela 2 je 2259C). U alel SNP
-31, BP vs kontroly, P=0,144, X*=2,14; genotypy, P=0,25, X?=2,75.
genotyp 1.1 vs 1.2 +2.2, P=0,097, X?=2,75: SZ vs kontroly, alely
P=0,28, Xz=l.l9; genotypy, P=0,36, X2=2,02. U E2079Q, BP vs
kontroly, P=0,4, X*=0,70; genotypy, P=0,62, X?=0.94: SZ vs
kontroly, alely P=0,85, X2=0,038; genotypy, P=0,22, X’=2,99. U
R2259C, BP vs kontroly, P=0,27, X*=1,20; genotypy, P=0,45, X
2=1,60: SZ vs kontroly, alely P=0,15, X*=2,12; genotypy (spojené
1.1 vs 1.2 +2.2, P=0,21, X*=1,60).

Diskuse

V nadi soudasné studii jsme se vénovali skriningu
polymorfizmi &asti genu PIK4CA, a to jeho pfedpokladané
promoterové oblasti a 3°-konce, ktery obsahuje katalytickou
doménu. Nenalezli jsme Zadnou variantu PIK4CA, ktera by byla
jednozna&ng asociovana s bipolarni poruchou nebo schizofrenii,
identifikovali jsme ale dv& vzacné varianty vyskytujici se pfevazné u
pacientii s bipolarni poruchou a schizofrenii. Tyto varianty mohou
byt funk&né signifikantni. Jednou z nich je IVS52+4A—»G, ktera by
mohla naruovat splicing exonti a intrond. Druhou variantou je -
38C—T, ktera se nachazi v promoterové oblasti. Tato mutace by
mohla vytvatet moznou vazebnou doménu pro transkrip&ni faktory
rodiny CREB.

Kromeé t&chto vzacnych alel byla na pozici -31
v ptedpokladané promoterové oblasti identifikovana polymorfni
varianta neznamé funkce. U bipolarnich pacientli byl pro tuto mutaci
zjitén trend ke statistické vyznamnosti. Zadna z alel A nebo G
nevede k vytvofeni vazebného mista ke znamych faktordm.



Vzhledem k blizkosti mista po&atku translace a mirné nalezené
asociaci bude na mist& dale zkoumat jeji moznou funkci.

Ptestoze jsou vysledky analyzy PIK4CA pomérné skromné,
jsou v souladu s vysledky, které se ocekavaji pti analyze
komplexnich psychiatrickych fenotypi v relativng malych souborech
jedincti, jaké jsme méli k dispozici. Nepkili§ signifikantni nalezy
mohou byt také vysvétleny stratifikaéni chybou, a hlavng vzhledem
k heterogenité analyzované populace. Dal§i moznosti je falesna
pozitivita naSich vysledki jako nasledek artefaktu vzniklého pti
opakovaném testovani. Kromé& mozZnosti statistické chyby typu I a Il
patfi mezi dalSi omezeni této studie analyza pouze tfetiny kodujici
oblasti. V soucasné databazi SNP je mozné v 5¢- oblasti PIK4CA
najit n&olik sekvennich variant. Tyto varianty budou pfedmé&tem
dal$iho zkoumani v dalsich studiich.

8. Studie &. 5: Analyza SYNJI jako kandidatniho genu pro
bipolarni poruchu s vazbou na 21q22 - replika¢ni studie

Uvod

Synaptojanin 1 je inositol 5-fosfatdza exprimovana
v synaptickych zakon&enich, ktera defosforyluje PIP2 a
fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat na 5. pozici inositolového kruhu a
tim se podili na fizeni funkce synaptického vezikulu (McPherson et
al., 1996). SYNJI, kédujici synaptojanin, se nachazi na chromozomu
21q22.2 v oblasti vzdalené 2.4-11.6 miliond nukleotidi od markerd
s vazbou k bipolarni poruse, zji§ténou v n&kolika riiznych studiich
(Straub et al., 1994; Cremona et al., 2000). Piedchozi analyza SYNJ]
v na$i laboratofi odhalila 11 mutaci. Tyto mutace byly nalezeny
pouze u pacientl s bipolarni poruchou a v distribuci alel byl zjistén
trend k signifikaci (Saito et al., 2001). Provedli jsme replika¢ni studii
v novém souboru &eskych pacienti s bipolarni poruchou.

Metody

Pacienti: Navzajem nepfibuzni pacienti (NV=81) byli nabirani
z Psychiatrické kliniky 1. LF UK v Praze. Diagnoza bipolarni
poruchy typu I nebo Il byla stanovena na zékladé strukturovaného
klinického interview Mini International Neuropsychiatric Interview a
pomoci klinického interview upraveného podle SADS-L. Kontrolni
skupinu (N=102) tvofili pacienti hospitalizovani na internim
oddé&leni fakultni nemocnice 1. LF UK, dobrovolni darci krve a
zaméstnanci 1. LF UK. V3echny kontroly byly skrinovany na
ptitomnost psychiatrické poruchy pomoci kratkého psychiatrického
interview. VSichni pacienti a kontroly byli bélo3i a ob¢ané Ceské
republiky a podepsali informovany souhlas schvaleny etickou
komisi.

Detekce polymorfizm a genotypovéni: DNA byla
izolovana z celé krve pomoci izola¢niho kitu. K amplifikaci exont 1,
7, 12 a &asti oblasti pfiléhajici k 5'- konci SYNJI byly navrzeny
pteryvajici se primery. Vzorky byly genotypovany pomoci
modifikace SSCP analyzy.

Statistick4 analyza: K po&itani X* a hodnot P byl pouzit
statisticky program XSTAT. Asociace k polymorfizmiim SYNJ/ byla
testovana pomoci Pearsonova X? testu (tabulka 2x2 pro frekvenci
alel) a X? testu pro nezévislost (pro tabulky 3x2).



Vysledky

Pfi pfedchozim skriningu v3ech kédujicich exond a &asti
oblasti pfilehlé k 5 - konci u pacientd s bipolarni poruchou ve stejné
laboratofi bylo nalezeno 11 mutaci, z nichz 4 byly analyzovany
v celém souboru vzorkd. U varianty zji$téné v intronu 12 byl nalezen
trend k vyznamnosti v distribuci alel mezi pacienty s bipolarni
poruchou a schizofrenii (Saito et al., 2001). Tyto varianty byly
analyzovany v nové skupiné pacientt.

Mezi vzacné varianty, které byly ve stejné laboratoti jiz
dfive identifikovany, patfi ~1898T—>C, IVS1+58C—>A, IVS6-
49G—A alVS7+43G. V plivodni studii pacientti s bipolarni
poruchou byl identifikovan pouze 1 pacient s ~1898C a jeden s
IVS1+58A, a stejny poet kontrol. Varianta IVS6-49A byla nalezena
u dvou pacientli s bipolarni poruchou a u zadné kontroly, IVS7+43G
byla zjisténa u 6 pacientli s bipolarni poruchou a 5 kontrol. U &eském
souboru 84 pacienti s bipolarni poruchou viak Zzadna z téchto variant
nebyla zjisténa.

Polymorfizmus intronu 12 (IVS12+15delIT,+17delT) vede
ke ztrat¢ dvou thymidinovych nukleotidd v polyAT useku.

V plivodni analyze byl zjistén mirny nartst alely 2 u pacientu

s bipolarni poruchou, ktery t&sn& nebyl statisticky signifikantni.
Variantu intronu 12 jsme genotypovali u 84 &eskych bipolarnich
vzorki a 105 odpovidajicich kontrol (Tabulka 2). Vysledky nebyly
statisticky signifikantni, i kdyz byl podobné jako v predchozi studii
pfitomen narlist homozygotti pro alelu 2 (statistika viz Tabulka 2).
Rozdéleni kontrolnich a bipolarnich genotypti se neodchylovalo od
predpokladaného Hardy—Weinbergova ekvilibria. P¥i sloueni udaju
z obou soubori byl stale pfitomen trend ke statistické vyznamnosti
pro homozygoty 2/2 (statistika viz Tabulka 2).

Diskuse

Pfedchozi analyza SYNJI ve stejné laboratofi byla
provedena v souboru 149 b&losskych jedinct s bipolarni poruchou ze
Spojenych Stati. Tato analyza odhalila nékolik vzacnych a béznych
mutaci, z nichZ n&€které mohou mit funké&ni vyznam. Soudasni studie
byla zaméfena na replikaci téchto vysledki v novém souboru 84
pacientil s bipolarni poruchou pochazejicich z homogennéjsi
populace v Ceské republice. V analyze 84 bipoléarnich jedincti nebyla
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detekovana Zadna se t¥i vzacnych alel pivodné nalezenych pomoci
setll primerti pro exony 1 a 7 a pro oblast pfilehlou k 5‘-konc'i. Pro
b&znou mutaci intronu 12 nebyl rozdil ve frekvenci alel mezi
kontrolami a pacienty s bipolarni poruchou signifikantni. V ¢eském
souboru viak byl podobné jako v piivodni préci zji§tén nérdst
v poétu 2/2 homozygotd.

To, ze se vysledky nepodafilo v &eskych vzorcich
zopakovat, miize mit n&kolik pfi¢in. Zaprvé jsme mohli neuspét'
v odhaleni vzacnych mutaci kviili malé velikosti souboru. Relativné
mala velikost souboru muize také vysvétlovat nedostatek
signifikantniho rozdilu ve frekvenci alel u polymorfizmu intronu 12.
Zadruhé, soubor pochazi z jiné populace, ve které mtzZe byt
predispozice k rozvoji bipolami poruchy podlozena odli§,n.ym »
souborem genti nez v ptivodnich vzorcich z USA. Zatfeti je mozne,
ze SYNJI ptispiva k predispozici k bipolamni poruse pouze o
unikatnimi vzacnymi mutacemi, které jsou specifické pro Jednot!lve
rodiny. V tom pripadé by kompletni analyza genu SYNJI v'éeskt’em
souboru mohla identifikovat vzacné mutace, které jsou jedine¢né pro
nékolik rodin v této populaci.

Tabulka 2. Asociaéni studie polymorfizmu intronu 12
Genotypy a alely pro polymorfizmus exonu 12 — udaje ée§kého a
slou¢eného souboru &eskych a americkych vzorki. Polty jedinci
s kazdym genotypem a poget alel jsou uvedeny s frekvenci
v zavorkach. (&esky soubor: frekvence alel X2=0,l6, P=0,69,
genotypy X2=1,06, P=0,59. Sloueny soubor: frekvence alel X
2= 05, P=0,15, genotypy X*=1,06, P=0,29, homozygoté 2/2 vs.
vSechny ostatni genotypy: X’=2,27, P=0,13).

Genotypy | Cesky Slougeny

soubor soubor

Kontroly BP Kontroly BP
11 23 (0,23) 18 (0,22) 73 (0,29) 58 (0,25)
12 53 (0,52) 37 (0,46) 119 (0,48) 104 (0,45)
22 26 (0,25) 26 (0,32) 58 (0,23) 67 (0,29)
Alel
1 : 76 (0,49) 55 (0,466) | 242 (0,536) | 202 (0,487)
2 79 (0,509) | 63 (0,533) [ 209(0,463) | 212 (0,512)
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10. Summary of PhD thesis

The PhD thesis is a summary of data from case-control
studies of selected genes in patients with bipolar affective disorder,
schizophrenia, and matched controls. Analysed genes are
components of phosphoinositide metabolic pathway involved in
neuronal signal transmission and regulation of synaptic function.

The first study is aimed at phosphoinositide 4-phosphate 5-
kinase type 24 (PIP5K24). PIP5K2A takes part in phosphoinositide
4,5-bisphosphate synthesis. Polymorphism screening of PIPSK2A
revealed the existence of an imperfect CT repeat polymorphism
located near the exon 9-intron 9 splice donor site. A modest
difference was found in the distribution of alleles from this highly
polymorphic variant when bipolar and schizophrenic subjects were
compared with controls; relatively rare short repeat variants were
found more commonly in patients and homozygosity for a common
long repeat variant was found more commonly in controls.

The second study concerns the promoter region of
PIP5K2A. We identified a rare promoter variant -1007C—T. This
mutation was found more frequently in patients with schizophrenia
con?pared with controls and the only two homozygotes for this
variant were patients with schizophrenia. There was no difference in
the -1007C—T mutation in bipolar patients.

The third analysis is focused on phosphatidylinositide 3-
kinase type C3 (PIK3C3). The promoter region screening revealed a
-432C—T substitution and a “C” insert at position -86. In each
population analyzed, an increase in -432T was found in patients.

The next gene studied is phosphoinositide 4-kinase
(PIK4CA) which catalyzes the first phosphorylation step in synthesis
of phosphoinositide 4,5-bisphosphate, a critical phospholipid
involved in signal transduction and vesicular trafficking in the brain
and other organs. The preliminary screening of PIK4CA resulted in
identification of 15 different polymorphisms. Several rare variants
were found in three bipolar patients, three schizophrenia patients,
and only one control. We identified also several common non-
synonymous substitutions and one SNP in the putative promoter
region. In bipolar patients, there was a moderate difference in the
promoter SNP distribution with a trend to statistical significance.

In the last analysis we studied synaptojanin 1 (SYNJI), an
inositol 5-phosphatase, regulation synaptic vesicle recycling.
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Previous mutation screening of SYNJ/ identified several rare variants
found primarily or excusively in patients with bipolar disorder. None
of the rare variants were detected in an analysis of a new set of
bipolar patients from the Czech republic created during 2001-2003 at
the Psychiatric Clinic in Prague.

Both above described mutations, -432C—T in PIK3C3 and
-1007C—T in PIP5K2A, are remarkably similar to another promoter
mutation decribed previously, -1898T—C in SYNJI. In each case,
the promoter variants occur within or near an ATTT motif found in
members of the POU family of transcription factors, such as Oct-1
and Brn-2. Members of the POU family of transcription factors are
important regulators of gene expression during brain development
and regulate neuronal postnatal function.

In addition, two of the variant alleles, PIK3C3 -432T and
PIP5K2A -1007T, both result in palindromes that are often found as
core sequences for DNA binding proteins. Thus, the promoter
variants we have identified may in fact bind several transcription
factors in addition to members of POU family. This is supported by
our EMSA experiments that show multiple band shifts for most of
the promoter variants analyzed. The band shifts are indicative of an
increased binding of protein extracted from human and mouse
brains, as well as several other mouse organs, to aleles found more
often in patients with bipolar disorder and schizophrenia.

In our analyses of several genes selected with consideration
to their function and chromosomal location we identified several
potentially functional mutations, which may contribute to bipolar
and schizophrenia susceptibility. Abnormal regulation of
phosphoinositide regulatory genes, possibly by members of the POU
family of transcription factors, may be a pathway underlying the
development of both bipolar disorder and schizophrenia. This
hypothesis fits well with various aspects of pathogenesis of both
disorders, including the therapeutic action of lithium, previous
genetic linkage studies, recently identified candidate genes, and
neurodevelopmental considerations.
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