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Summary

Introduction. There is strong evidence for the importance of genetic factors in the actiology
@ of'anorexia nervosa (AN). Stress factors can be also associated with the clinical manifestation @
of AN. The hypothalamic-pituitary-adrenal axis plays an important role in stress control. The
increased activity of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in AN is caused by corticotropin-
releasing hormone hypersecretion. CRH concentration in cerebrospinal fluid is increased in
patients with AN. Intracerebral administration of CRH suppresses appetite. CRH receptor
type 2 (CRHR 2) is involved in the appetite suppression effects of CRH. Thus CRHR 2 gene
can be a candidate gene for AN. Three CRHR 2 splicing isoforms are known: a, b and g. In
the hypothalamus, the main appetite control centre, only the isoform CRHR 2a is expressed,

whose mRNA is characterised by one unique exon la.

Aim. The aim of the study was the screening for mutations in exon 1o of the CRHR 2 gene
in patients with AN, which could play a role in the pathogenesis of the disease.

Methods. The molecular analysis has been performed in 20 patients with AN and 10
healthy controls. DNA was isolated from peripheral blood leukocytes. DNA fragments were
amplified by polymerase chain reaction (PCR) and sequencing was performed.

Results. After screening, no genetic variants have been found in the analysed region,
including exon la and the untranslated region, both in anorectic patients as in controls.

Conclusion. The results do not confirm the hypothesis that the analysed region of the
CRHR 2 gene is involved in the pathogenesis of AN.

Stowa klucze: jadtowstret psychiczny, receptory kortykoliberyny, gen kandydujacy
Key words: anorexia nervosa, corticotropin releasing hormone receptors, candidate gene

Wstep

Jadtowstret psychiczny (JP) to zaburzenie odzywiania si¢ charakteryzujace si¢
postepujaca utrata masy ciata w wyniku ograniczania przyjmowania pokarmow,
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z towarzyszacymi zaburzeniami metabolicznymi i zmianami w uktadzie neuroendo-
krynnym.

Etiologia JP jest ztozona i1 wieloczynnikowa. Wyniki wielu badan wskazuja na
znaczacy udzial w nim podloza genetycznego. Stwierdza sig¢ zwigkszona czgstosé
wystepowania JP zaréwno wsréd krewnych probanda, jak i wsrod blizniat [1]. Czgstos¢
wystepowania JP wérod blizniat monozygotycznych ocenia si¢ na 52-56%, a wsrod
blizniat dizygotycznych na 5-11% [2, 3]. Odziedziczalno$¢ podatnosci zachorowania
na JP oceniana jest na okoto 50-80% [1].

Oprocz czynnikéw genetycznych, na ujawnienie si¢ JP moga wpltywaé miedzy
innymi czynniki stresowe. Niektorzy badacze podkreslaja, ze sytuacje stresowe moga
wyzwala¢ nieprawidlowe zachowania zwigzane z jedzeniem, a nawet prowadzi¢ do
zaburzen odzywiania si¢ u 0sob charakteryzujacych si¢ osobowoscia perfekcjoni-
styczna [4]. Nierzadko u podtoza choroby leza roznego rodzaju konflikty domowe czy
naduzywanie alkoholu przez cztonka rodziny. Czgsto stwierdzana nadopiekunczosé¢
rodzicow wraz ze stawianiem przez nich duzych wymagan i pobudzaniem ambicji
roOwniez moze przyczynia¢ si¢ do wytworzenia pewnego rodzaju reakcji legkowych
u dzieci. Ponadto u pacjentow z JP stwierdza si¢ trudnosci w utrzymywaniu kontaktow
spotecznych, mogace prowadzi¢ do wytworzenia si¢ napigcia emocjonalnego, leku
i w konsekwencji wieloobjawowej reakcji na stres [S]. Z uwagi na zwigkszona czg-
sto$¢ ujawniania si¢ JP w okresie dojrzewania pewna role w etiologii choroby moga
odgrywac réwniez czynniki psychiczne zwigzane z rozwojem ptciowym (zwigkszenie
si¢ podscidtki thuszczowej u dziewczat), a takze lansowanie przez srodki masowego
przekazu modelu szczuptej sylwetki ciala.

Okreslenie anorexia pochodzi z jezyka greckiego (an — pozbawienie, brak; orexis
— apetyt) 1 oznacza brak taknienia czy nieche¢ do pokarmu [6], natomiast anorexia
nervosa mozna przettumaczy¢ jako nerwowy zanik apetytu.

W kontrolowaniu reakcji organizmu na stres istotng funkcje spelnia 0§ podwzgo-
rzowo-przysadkowo-nadnerczowa (p-p-n). U pacjentow z JP stwierdza si¢ liczne
nieprawidtowosci dotyczace funkcjonowania tej osi, jednak wiele badan wskazuje,
ze przyczyna jej dysfunkcji (pierwotna lub wtoérng do zaburzen w obrebie wyzszych
pigter osrodkowego uktadu nerwowego) jest hipersekrecja kortykoliberyny. U pacjen-
tow z JP stwierdza si¢ podwyzszone stezenie kortykoliberyny w ptynie moézgowo-
-rdzeniowym [7].

Kortykoliberyna (CRH, ang. corticotropin releasing hormone —hormon uwalniajacy
kortykotroping) stanowi jedna z wielu substancji wptywajacych na precyzyjna i skom-
plikowana regulacje taknienia. Podanie CRH do osrodkowego uktadu nerwowego (oun)
powoduje zahamowanie taknienia [8], a nawet ostry stan anorektyczny [9]. Wplyw na
regulacjg apetytu jest zwigzany z oddziatywaniem na organizm czynnikdéw stresowych
[10]. Efekt dziatania CRH na taknienie oraz zachowania zwigzane ze stresem moze
zosta¢ odwrdcony po zastosowaniu antagonistow receptorow CRH.

Znane sa dwa typy receptora dla CRH, ktore naleza do rodziny receptoréw
zwiazanych z biatkiem G, a w transmisji sygnatu posredniczy cAMP [11]. Receptor
CRH typu 1 (CRHR 1) bierze udziat w indukowaniu prawidlowej reakcji na stres za
posrednictwem ACH, natomiast receptor CRH typu 2 (CRHR 2) wptywa na taknie-
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nie oraz zachowania zwiazane z Igkiem. Stymulacja CRHR 2 hamuje taknienie [12].
Stwierdzono, ze antagonista CRHR 2 ostabia efekt dziatania CRH na taknienie, co
nie zostalo zaobserwowane po podaniu antagonisty CRHR 1 [12]. Ponadto podanie
CRH do oun zmniejsza taknienie zar6wno u myszy pozbawionych receptora typu 1,
jak i u myszy o typie dzikim [13].

Receptor CRHR typu 2 wystepuje w postaci trzech izoform: a, B iy, ktore cha-
rakteryzuja si¢ odmiennymi N-koncowymi domenami zewnatrzkomérkowymi [14].
W obrebie podwzgorza, gtownego osrodka regulacji taknienia, ekspresje wykazuje
izoforma o CRHR 2 [11, 15].

Gen dla receptora CRH typu 2 moze by¢ genem kandydujacym w jadlowstrecie
psychicznym. Znajduje si¢ on na chromosomie 7 (locus p11-p15) [16] i sktada sig¢ z 40
tysiecy par zasad (pz), a cze$¢ kodujaca obejmuje 12 egzondw (rys. 1).
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Rys. 1. Schematyczna budowa genu CRHR 2 (na podstawie: Catalano RD, Kyriakou T, Chen
J, Easton A, Hillhouse EW. Regulation of corticotropin-releasing hormone type 2 receptors by
multiple promoters and alternative splicing: identification of multiple splice variants. Mol. En-
docrinol. 2003; 17: 395-410 [18]; prostokaty szare przedstawiaja egzony, prostokaty czarne
—fragmenty nie podlegajace translacji (UTR), linie ciagle odpowiadaja intronom. Zaznaczono
fragment genu objety analiza.

Poprzez alternatywne sktadanie konca 5’ tancucha mRNA powstaja izoformy:
o, B 1y. mRNA izoformy o zawiera unikalny egzon o dlugosci 103 pz. W tancuchu
DNA po egzonie 1a nastgpuje czg$¢ niekodujaca o dlugosci 137 pz, ktéra poprzedza
egzon 2 (126 pz), stanowiacy pierwszy wspolny dla wszystkich izoform fragment
[17]. Fragment UTR izoformy o (ang. untranslated region — region nie podlegajacy
translacji) obejmuje okoto 207 pz [18]. We fragmencie UTR moga znajdowac sig se-
kwencje regulatorowe genu wplywajace na proces transkrypcji danego genu. Egzon
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la CRHR 2 koduje unikalny fragment biatka czgsci N-koncowej peptydu o dlugosci
34 aminokwasow [17]. 17 pierwszych aminokwasow stanowi fragment sygnatowy
receptora, natomiast kolejnych 17 — obejmuje fragment pierwszej domeny zewnatrz-
komorkowe;.

Celem badania byto poszukiwanie mutacji w egzonie 1a genu CRHR 2 w JP mo-
gacych odgrywac role w patogenezie choroby.

Pacjenci

Badaniem objeto 20 pacjentek w wieku od 13 do 23 lat (srednia wieku 18,4 roku)
z rozpoznanym, zgodnie z kryteriami diagnostycznymi wg klasyfikacji ICD-10 [19]
oraz DSM-IV [20], jadlowstrgtem psychicznym, hospitalizowanych w Klinice En-
dokrynologii i Diabetologii Wieku Rozwojowego oraz w Klinice Psychiatrii Dzieci
1 Mlodziezy w Poznaniu w latach 2004-2005 (18 pacjentek — typ restrykcyjny JP, 2
pacjentki - typ bulimiczny JP).

Grupeg kontrolng stanowito 10 zdrowych os6b w wieku od 26 do 36 lat (Srednia wie-
ku 30,4 roku), z nalezna masa ciata powyzej 85%, z uyjemnym klinicznym wywiadem
osobniczym i wywiadem rodzinnym dotyczacym zaburzen odzywiania si¢ oraz choréb
psychicznych. Réznica wieku w obu grupach umozliwita ograniczenie wlaczenia do
grupy kontrolnej 0sob ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na JP.

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej. Wszystkie
badane osoby po pelnym poinformowaniu wyrazily pisemng zgode na przeprowa-
dzenie badania.

Metoda

Analiza molekularna obejmowata izolacj¢ DNA z leukocytéw krwi obwodowej,
amplifikacjg DNA metoda reakcji tancuchowej polimerazy (PCR), elektroforeze w zelu
agarozowym oraz sekwencjonowanie produktéw PCR. Celem do$wiadczenia byto
uzyskanie amplifikacji fragmentu genu CRHR 2 obejmujacego egzon la (103 pary
zasad). Do amplifikacji uzyto nastgpujacych starterow:

CRHR 2 for: 5> GAGACTGAGCCCCTCCGAGA 3°,

CRHR 2 rev: 5’ GGTGTAGAGCAGGCAGCGAG 3.

Startery zostaly zaprojektowane w taki sposob, aby amplifikowaé wigkszy fragment
genu, co rozszerzyto obszar analizy. W wyniku reakcji PCR z uzyciem tych starterow
uzyskano produkt wielkosci 699 pz.

Wyniki

W wyniku sekwencjonowania produktu reakcji PCR o dtugosciach 699 pz uzyskano
sekwencj¢ nukleotydowa badanego fragmentu genu CRHR 2 (Pracownia Techniki
Biologii Molekularnej Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Po-
znaniu). W wyniku jednej reakcji sekwencjonowania uzyskano sekwencj¢ czesci 5°
produktu PCR o tacznej dlugosci 310 pz (odcinek 91 pz — 401 pz), obejmujaca egzon
la (103 pz) oraz region nie podlegajacy translacji (207 pz). Po przeprowadzeniu analizy
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uzyskanej sekwencji fragmentu genu dla drugiego typu receptora kortykoliberyny nie
stwierdzono wariantow genetycznych w grupie badanej oraz kontrolne;.

Omowienie

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny postgp technologiczny w dziedzinie
genetyki molekularnej. Zaktada si¢, ze wyniki badan genetycznych umozliwia iden-
tyfikacje genow zwiazanych z patogeneza choroby.

Jakkolwiek istnieja liczne przekonujace dane dotyczace udziatu czynnika genetycz-
nego w patogenezie JP, to jednak badania molekularne nie sa wykonywane czgsto. Jak
dotad, przeprowadzono nieliczne badania genetyczne obejmujace geny wplywajace na
regulacj¢ taknienia, mogace stanowi¢ geny kandydujace w JP. Stwierdzane warianty
genetyczne w obrgbie poszczegdlnych gendéw byly nastepnie poddawane badaniom
asocjacyjnym. Przeprowadzone badania dotyczytly genéw w ukladzie serotoninergicz-
nym [21-32], dopaminergicznym [33—-36], melanokortynowym [37, 38], gendw recep-
torow estrogenowych [39, 40], neuropeptydu Y [41], receptora f3-adrenergicznego
[42], a takze gendéw leptyny [43], AgRP (Agouti Related Protein, biatko z rodziny
Agouti) [44], biatek rozprzggajacych [45] oraz czynnika neurotropowego pochodzenia
moézgowego [46]. Wedtug dostepnej obecnie wiedzy nie przeprowadzono jak dotad
zadnego badania molekularnego oceniajacego wystgpowanie wariantow genetycznych
w obrebie uktadu CRH w JP. Prezentowane badanie obejmujace grupe osob z JP jest
badaniem o charakterze nowatorskim.

Na podstawie wynikow przeprowadzonego badania nie mozna stwierdzi¢, ze badany
fragment genu dla drugiego typu receptora kortykoliberyny uczestniczy w patogenezie JP.
Niestwierdzenie wariantow genetycznych w obrgbie badanego niewielkiego fragmentu
genu moze by¢ zwiazane ze stosunkowo mata grupa objeta badaniem. Uzyskany wynik
wskazuje jednak, ze powigkszenie grupy badanej wiaze si¢ z bardzo malym prawdopo-
dobienstwem otrzymania wyniku statystycznie istotnego. Wobec powyzszego uzyskany
wynik wyznacza kierunki dalszych poszukiwan, obejmujacych badanie pozostatej czgsci
genu CRHR 2a czy catego genu CRHR 2 wraz z badaniami asocjacyjnymi w przypadku
wystepowania polimorficznych pozycji nukleotydowych. Ze wzgledu na prawdopodobny
udziat uktadu kortykoliberyny w etiopatogenezie jadtowstretu psychicznego celowe by-
toby réwniez poddanie badaniom molekularnym pozostatych sktadowych uktadu CRH,
a takze przeprowadzenie badan umozliwiajacych uzyskanie informacji dotyczacych eks-
presji tego genu czy funkcjonowania kompleksu ligand-receptor w obrgbie os§rodkowego
uktadu nerwowego, co nie jest mozliwe do wykonania w warunkach in vivo.

Whioski

1. Nie stwierdzono mutacji w egzonie 1a genu dla drugiego typu receptora kortyko-
liberyny w jadtowstrgcie psychicznym.

2. Na podstawie wynikow przeprowadzonego badania nie mozna stwierdzi¢, ze
fragment genu dla drugiego typu receptora kortykoliberyny, obejmujacy egzon
la, wywiera wptyw na patogenezeg jadtowstretu psychicznego.
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3. Niestwierdzenie zmian w sekwencji badanego fragmentu genu dla drugiego typu
receptora kortykoliberyny wyznacza kierunki poszukiwania mutacji w pozostalej
czesci tego genu w jadtowstrecie psychicznym.

MouieKkyIsIpHBIii aHAJIU3 pparMenTa reHa s BTOPOIo THIIA PelenTopa KOPTHKOJUGepuHa
NP NCUXUYECKOH AHOPEKCHHU

Copep:xanune

Beenenmne. B stronoruu ncuxmdeckoil aHapeKCHHU 3HAYNTENBHYIO POJIb UTPAIOT FEHETHISCKHE
¢akToper. Ha mposiBiieHHE 3TOTO CHHIpPOMAa MOTYT BIHSTH TAaKXKe U CTPECCOBBIC CHTyaIMu. B
KOHTPOJIMPOBAHUH PEaKIMH OPraHU3Ma Ha CTPECC CYLIECTBEHHYIO (DYHKIIHUIO UTPaeT Mo0yTrpoBo—
runopu3apHO—HAANOYCUHUKOBAsI OCh. [IpUHUHON AMCYHKIIMKM ITOW OCH HPU MCUXUIECKOI
AQHOPEKCHH SBIsETCS Tunepcekpenust koprukonubepuna (CKJI). YV manueHTOB ¢ MCUXUYECKOH
aHOpEKCUeH HaXOAUTCs MoBbIeHHast KoHneHTparwsa CKJI B cimHHO-M03r0BOi sKHaKOCTH. BBeneHne
KOPTHKOJIMOSpHHA B IEHTPAIBHYIO HEPBHYIO CHCTEMY TOPMO3HT aIMETUT ITOCPEACTBOM PELeNTopa
CKIJI tuna 2 (CKJI-2). I'en s Broporo tuna peunenropa CKJI MoxeT ObITH KaHAWANPYIOIIMMA
T€HOM IIPH IICUXMYECKOI aHOPEKCHHU. DTOT MOCIIEHUHN ITPUCYTCTBYET B (hopme HHPOPMHHA anbda,
09Ta ¥ uncuioH. B runoguse, maBHOM LIEHTPE PEryISIMH alleTUTa, IKCIPEccHs HabIoaaeTcs
TosbK0 B uH(ponuauu ansha CKJI-2, kotopoii M PHK xapakrepusyercs npiucyTCTBHEM YHHKAIBHOTO
ar30Ha 1-ambda.

3ananmue. M3pickanne GpyHKIIMOHANBHOM MyTauu B 3r30He 1-anbga rena CKJI 2 y manuenTtos
C ICUXWYECKOH aHOpPEKCHEil.

Mertonbl. MccnenoBanue nposeeHo y 20 naiueHToK ¢ ICUX1uueckon anopekcuei u 10 sKeHIuH
KoHTpoJbHOHU rpymisl. PHK Beinenena us neikonuto nepudepuueckoi kposu. VMrumdukanms
METO/IOM LICTTHOW peakiny MoauMepasbl pparMeHT reHa MOJABEPTHYTh CEKBEHIIHOHOBAHHIO.

Pesyabrarel. [lociae nmpoBeneHus aHann3a CEKBEHIMM ()parMeHa TeHa JUIs BTOPOTO THMa
perenTopa KOPTUKOINOEpHUHA, OXBATHIBAIOIIETO AT30H 1-ab(a, a TakKe yIacTOK He TOBEPraloiiCs
TPAHCIISINH, HE OTMEUCHO BAPHAHTOB T€HETHUECKOTO THUIIA B MCCIEJOBAaHHOW M KOHTPOILHON
rpyImmnax.

BBIBO}II)I. Ha ocnoBanuu PE3YJIIBTATOB IIPOBECACHHOI'O UCCIIEAOBAHMS HEJIB3s IOATBEPANUTD, YTO
(hparMeHT reHa Ju1si BTOpPOT'O THIIA PELeNTOpa KOPTUKOIMOUPHHA, OXBAThIBAIOIIMH | -anbda, oka3piBaeT
BIIMSTHUE HA MATOTeHE3 IICUXUYECKOI aHOPEKCHH.

Molekulare Analyse des Genabschnitts fiir den zweiten Typ des Corticoliberin
- Rezeptors in Anorexia nervosa

Zusammenfassung

Einleitung. In der Atiologie der Anorexia nervosa spielen die genetischen Faktoren eine
signifikante Rolle. Auf das Erscheinen der Anorexia nervosa konnen auch Stressfaktoren einen
Einfluss haben. In der Kontrolle der Reaktion des Organismus auf den Stress spielt die hypothalamisch
- hypophysér - adrenale Achse eine bedeutende Funktion. Die Ursache fiir die Dysfunktion dieser
Achse in der Anorexia nervosa ist die Hypersekretion von Corticoliberin (CRH). Bei den Patienten mit
Anorexia wird eine erhohte Konzentration von CRH in der Zerebrospinalfliissigkeit festgestellt. Die
Einreichung von CRH in das zentrale Nervensystem hemmt den Appetit durch den CRH - Rezeptor
vom Typ 2 (CRHR 2). Der Gen fiir den zweiten Typ des CRH - Rezeptors kann der Kandidatgen in
der Anorexia nervosa sein. CRHR 2 tritt in der Form der Isoform a, § und y auf. Im Hypothalamus,
dem Hauptzentrum der Appetitregulierung, zeigt nur die Isoform o CRHR 2 eine Expression, deren
mRNA sich mit der Anwesenheit vom einzigartigen Exon 1a charakterisiert.

Ziel. Das Ziel der Studie war die Suche nach der funktionellen Mutation im Exon 1 o des CRHR
2 Gens bei Patienten mit Anorexia nervosa.
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Methoden. An die Studie wurden 20 Patientinnen mit Anorexia nervosa und 10 Frauen aus der
Kontrollgruppe eingeschlossen. Die DNS wurde aus den Leukozithen des periphéren Bluts isoliert.
Die mit der Kettenreaktion von Polymerase implifizierten Genabschnitte wurden sequenziert.

Ergebnisse. Nach der Analyse der Sequenz des Genabschnitts fiir den zweiten Typ des Corticoliberin
- Rezeptors, der Exon 1o umfasst, und auch den Bereich, der der Translation nicht unterliegt, wurden
keine genetischen Varianten in der untersuchten Gruppe und in der Kontrollgruppe festgestellt.

Schlussfolgerungen. Nach den Ergebnissen der durchgefiihrten Studie kann man nicht feststellen,
dass der Genabschnitt fiir den zweiten Typ des Corticoliberin - Rezeptors, der Exon 1o umfasst,
einen Einfluss auf die Pathogenese der Anorexia nervosa hat.

L’analyse moléculaire du fragment du deuxiéme type du géne du récepteur
de la corticolibérine (CRH) au cours de I’anorexie mentale

Résumé

Introduction. Les facteurs génétiques jouent le role important dans 1’¢tiologie de 1’anorexie
mentale. Il en est de méme avec les facteurs du stress. L’axe hypothalamique-pituitaire-surrénale
contréle les réactions de 1’organisme au stress. L’accroit de I’activité de cet axe cause I’hypersécrétion
de corticolibérine (CRH) chez les patients souffrant de I’anorexie mentale. L’administration
intracérébrale de CRH diminue 1’appétit par I’intermédiaire du récepteur CRH type 2 (CRHR 2). Ce
géne CRHR 2 peut étre le géne candidat dans I’anorexie mentale. Il se présente comme isoformes o,
B, v . Dans I’hypothalamus, lieu principal de la régulation de I’appétit, on voit seulement I’ expression
de I’isoforme oo de CRHR 2, dont mRNA note la présente de 1’exon uniquel a.

Objectif. Ce travail vise a chercher la mutation fonctionnelle de I’exon 1a de CRHR 2 chez les
patients soufrant de I’anorexie mentale.

Méthode. On examine 20 patientes souffrant de I’anorexie mentale et 10 femmes saines du
groupe de contrdle. On a isolé leur DNA des leucocytes du sang périphérique. Les fragments de
DNA sont amplifiés avec la méthode PCR (la réaction par chaine par polymérase) et ensuite ils ont
subi le séquencage.

Résultats. Apres le dépistage du fragment du gene CRHR 2 y compris I’exon 1 a et la région
sans la traduction génétique, on ne trouve pas de variants génétiques dans le groupe de patientes et
dans le groupe de contrdle.

Conclusions. Ces résultats n’attestent pas [’hypothése que le fragment analysé du géne CRHR
2 contenant I’exon 1 a influe sur I’étiologie de 1’anorexie mentale.
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