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Summary

Aim. MMP-9 is a candidate gene related to the neurodevelopment hypothesis of schizo-
phrenia. The aim of this research was TDT analysis of polymorphism -1562C>T MMP-9
gene in schizophrenia.

Methods. Research was carried out on 147 trios (patient and his/hers both healthy parents).
Genetic material was isolated from leukocytes using the salting out method. Polymorphism
was studied with PCR-RFLP, statistic analysis was made using transmission disquilibrium
test by Haploview 4.2.

Results. There was no significant association between analyzed polymorphism of MMP-9
(-1562 C>T) and schizophrenia.

Conclusions. Insignificant association doesn’t exclude the possible contribution of MMP-
9 to pathogenesis of schizophrenia. Further research is needed to be carried out on bigger
groups and other populations.
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Wstep

Hipoteza neurorozwojowa schizofreni przedstawiona zostata pod koniec lat osiem-
dziesiatych niezaleznie przez dwéch badaczy — Weinbergera [1] oraz Murraya [2].

Praca sfinansowana z projektu MNiSW ,,Badania asocjacyjne genow kandydujacych metoda
TDT w schizofreni” nr NN 402 2825 33.

Wyniki przedstawione w niniejszej publikacji zostaty uzyskane w ramach badan realizowanych
jako cz¢$¢ doswiadczalna pracy inzynierskiej na kierunku biotechnologia na Wydziale Rolnictwa
i Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
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Wedtug niej zachorowanie na schizofreni¢ zwiazane jest z zaburzeniami w rozwoju
moézgu zachodzacymi w czasie ciazy oraz okresie pourodzeniowym, a takze podczas
pierwszego epizodu choroby.

Zaobserwowano zalezno$¢ pomigdzy wystapieniem powiktan potozniczych a ry-
zykiem zachorowania na schizofreni¢ [3]. Wykazano zwiazek wielu czynnikow dzia-
tajacych na ptod w czasie ciazy, jednak w wigkszos$ci ich efektem jest niedotlenienie
ptodu spowodowane czynnikami srodowiskowymi (palenie papieroséw, zaburzenia
w rozwoju tozyska), co moze powodowac nieprawidtowosci w rozwoju mozgu [4].

Argumentem przemawiajacym za hipoteza neurorozwojowa jest korelacja schizo-
frenii ze zmianami w obrebie listewek skornych. Jest to zwiazane z faktem, iz zard6wno
uktad nerwowy jak i skora rozwijaja si¢ z neuroektodermy. U czg$ci chorych oraz
u ich krewnych zaobserwowano nieprawidtowe dermatoglify [5]. Ponadto u chorych
na schizofreni¢ stwierdza si¢ niewielkie anomalie fizyczne, ktore spowodowane sa
nieznacznymi nieprawidlowosciami rozwojowymi w czasie pierwszych dwoch tryme-
strow ciazy. Sa to drobne zmiany w obrebie struktur twarzy (usta, oczy), uszu i stop [6].
Kolejnym markerem sg subtelne zmiany neurologiczne (ang. neurological soft signs
—NSS) polegajace na zaburzeniach przetwarzania bodzcow zmystowych, koordynacji
oraz skomplikowanych czynnosci motorycznych, ktdre istotnie czgsciej wystepuja
wsrod chorych oraz zdrowych cztonkéw ich rodzin w zestawieniu z grupa kontrolna
[7]. Badania neuroobrazowe i post mortem wykazuja takze niewielkie zmiany neuro-
anatomiczne zachodzace zar6wno w okresie poprzedzajacym wystapienie pierwszych
objawow chorobowych, jak i w pierwszym epizodzie oraz w czasie trwania choroby.
Zmiany te cechuja si¢ migdzy innymi zaburzeniami w budowie ciala modzelowatego
[8], jadra migdatowatego [9], kory mozgowej [10], mézdzka [11], potkul mozgowych
[12], hipokampa [13], wzgorza [14], a takze w obrgbie migracji neuronéw, powodu-
jacymi nieprawidlowosci w budowie istoty szarej mozgu [15].

Zaburzenia plastycznosci synaptycznej moga stanowic¢ przyczyng deficytow po-
znawczych u chorych na schizofreni¢. W badaniach post mortem zauwazono u nich
nieznacznie zmniejszong objgtos¢ ciata neurondw (4-9%) w korze przedczotowej [16],
redukcje wielkosci obszaru dendrytow oraz kolcow dendrytycznych [17], co mogto
powodowac zablokowanie fazy dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (ang. long
term potentiation — LTP) lub indukowac fazg dlugotrwatego ostabienia synaptycznego
(ang. long term depression — LTD) [18].

MMP-9 (ang. matrix metalloproteinase 9) nalezy do rodziny metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomoérkowej, ktora stanowi grupe zaleznych od cynku enzyméow
proteolitycznych. Pelni istotna funkcje w proteolizie sktadnikdw macierzy zewnatrz-
komorkowej, znajdujacej si¢ wokot synapsy [19]; wydzielane jest gtdéwnie przez
astrocyty [20]. Badania dowiodty, ze MMP-9 odgrywa istotng rol¢ w rozwoju mozgu
noworodkdéw w czasie przebudowy tkankowej oraz w jego dlugotrwatym procesie
dojrzewania [21]. U wcze$niakow ze skrajnie niska waga urodzeniowa stwierdzono
wyzszy poziom ekspresji MMP-9 niz w przypadku noworodkéw urodzonych w ter-
minie [22]. Stosunek MMP-9 do jego endogennego inhibitora TIMP-1 (ang. tissue
inhibitor of metalloproteinase 1) jest skorelowany ze stopniem neurologicznych na-
stepstw po ostrej okotoporodowej asfiksji [23]. Ponadto w badaniach na zwierz¢tach
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stwierdzono podwyzszona ekspresje MMP-9 u nowo narodzonych szczurdéw, u ktorych
spowodowano niedotlenienie w czasie zycia ptodowego [24].

Gen kodujacy MMP-9 znajduje si¢ na chromosomie 20q11.2-q.13.1 [25]. Ana-
lizowany w tej pracy -1562C>T (rs 3918242) jest funkcjonalnym polimorfizmem
majacym wplyw na poziom transkrypcji genu. Polimorfizm pojedynczego nukleoty-
du (ang. single nucleotide polymorphism — SNP) w promotorze MMP-9 (-1562 pz)
polegajacy na substytucji C>T wplywa na zmniejszenie wigzania jadrowych biatek
w tym rejonie, tym samym zwigkszajac aktywno$¢ transkrypcyjna. W zalezno$ci od
wystepujacych genotypow zmianie ulega aktywnos¢ promotora: genotyp C/C cechuje
si¢ mniejsza aktywno$cia w porownaniu z genotypem C/T czy tez T/T (najwyzszy
poziom transkrypcji) [25].

Wykazano, ze inhibicja MMP-2 i MMP-9 w hipokampie szczurow w ciagu pierw-
szych 60 minut nie wptywa na potencjalizacj¢ synaptyczna, potem jednak zachodzi
gwaltowne obnizenie si¢ poziomu potencjalizacji az do wartosci poczatkowej. Czas
zaniku potencjalizacji w obecnos$ci inhibitorow MMP odpowiada przejSciu z wezesnej
fazy dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego (ang. early long term potentiation
— E-LTP) w p6zna faz¢ dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego (ang. late long
term potentiation — L-LTP) [26]. Przypuszcza si¢, ze MMP-9 moze odgrywaé rolg
w przekazywaniu sygnalow w synapsach [27]. Wzmozony poziom ekspresji genu
MMP-9 stwierdzono podczas stymulacji kainianem w ciatach neuronéw i dendrytach
kory mézgowej oraz hipokampa (gtdwnie w obrebie zakretu zgbatego) [28].

Badania asocjacyjne powyzszego polimorfizmu w chorobach serca i nowotworach
wskazaty, ze allel T podnosi ryzyko cigzkiego postepu w przypadku kilku rodzajow
nowotwordéw [29] i zwigksza nasilenie miazdzycy naczyn wiencowych [30]. Opisano
zwiazek allelu T z choroba afektywna dwubiegunowa [31], natomiast allel C znaczaco
czesciej wystepuje u 0sob ze schizofrenia [32].

Powyzsze wyniki wskazuja na mozliwy udziat MMP-9 w mechanizmie patogenezy
schizofrenii.

Material

Badanie przeprowadzone zostato wérdd 147 niespokrewnionych osob chorych na
schizofreni¢ (74 kobiet, 73 mgzczyzn) oraz ich obojga rodzicow. Pacjenci spetniali
kryteria diagnostyczne schizofrenii wedlug DSM-1V [33] oraz ICD-10 [34]. Diagnoza
zostata potwierdzona przez dwoéch lekarzy psychiatrow na podstawie ustruktura-
lizowanego wywiadu SCID (Structured Clinical Interview for DSM-IV) [35] oraz
dokumentacji medycznej. U rodzicow pacjentow, po przeprowadzeniu wywiadu, nie
stwierdzono zaburzen psychicznych. Ich dane demograficzne przedstawiono w tabeli
1 (na nastepnej stronie). Pacjenci byli rekrutowani z populacji polskiej, w wigkszosci
z terendw Wielkopolski, i leczeni w Klinice Psychiatrii Dorostych UM w Poznaniu.
Sredni wiek pacjentow wynosit 25,03 roku (SD = 6,67), a §redni wiek zachorowania
20,31 roku (SD = 4,52).
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Tabela 1. Sredni wiek chorych i rodzicow

Pacjenci (n = 147) Rodzice
Kobiety (n=74) | Mezczyzni (n=73) | Matki (n = 147) Ojcowie (n = 147)
Sredni wiek 26,04 (SD=6,86) | 24,01 (SD=6,37) | 52,34 (SD =7,84) 55,11 (SD = 9,25)
Wiek poczatku _ _ _ B
choroby 20,06 (SD =5,63) | 20,54 (SD = 3,31)

Osoby biorace udziat w badaniu udzielity pisemnej zgody, a projekt badawczy
zostal zaakceptowany przez terenowa Komisj¢ Etyczng Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu.

Metoda

Izolacja DNA z leukocytow z krwi obwodowej zostata przeprowadzona metoda
wysalania [36]. Substytucja polimorfizmu SNP-1562C>T (rs 3918242) rozpoznawana
jest przez enzym restrykcyjny Pael (Sphl). Analiz¢ przeprowadzono metoda PCR-
RFLP, do amplifikacji uzyto starteréw [31]:

L: 5CAGCCTGGTCAACGTAGTGAZ’
R: 5TCGGGCAGGGTCTATATTCA3".

Otrzymano produkt PCR o dtugosci 297 pz, a nastgpnie poddano go trawieniu
restrykcyjnemu enzymem Pael (fermentas). Dokonano elektroforetycznego rozdziatu
produktow na 2% zelu agarozowym. Uzyskano fragmenty DNA, na podstawie ktorych
okreslono genotypy. Allel C wyznaczono dzigki obecnosci fragmentéw DNA o dtugosci
297 pz (niezhydrolizowany produkt PCR), a allel T charakteryzowat si¢ obecnos$cia
fragmentow DNA o dtugosci 72 pz i 225 pz (hydrolizowany produkt PCR).

Analize¢ przeprowadzono wykorzystujac test nierownowagi transmisji (ang. trans-
mission disequilibrum test — TDT) [37]. Uzyto w tym celu program Haploview v.4.2
(dostgpnego pod adresem: http://www.broadinstitute.org/ftp/pub/mpg/haploview/
Haploview.jar).

Wyniki

Badano czgsto$¢ przekazywania alleli polimorfizmu MMP-9 przez zdrowych rodzicow
swoim dzieciom z rozpoznaniem schizoftrenii, stosujac test nierdownowagi transmisji alleli.
W tabeli 2 (na nastepnej stronie) przedstawiono szczegdtowy opis badanych trio (osoby chorej
1jej rodzicow). Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w przekazywaniu poszczegol-
nych alleli. Czgsciej przekazywanym allelem byt allel C (przekazany w 16 przypadkach, nie
przekazany w 10 przypadkach, p = 0,241). Rozktad czgstosci genotypow dla catej badanej
grupy wykazuje zgodno$¢ z prawem Hardey’ego-Weinberga (HWE = 0,828).

Oméwienie wynikow

W niniejszych badaniach nie stwierdzono zwiazku badanego polimorfizmu ze
schizofrenia. Jednak wczeéniejsze badania asocjacyjne (typu: case control) polskiej
populacji wykazaly korelacj¢ migdzy alellem C a schizofrenia [31]. Warto zauwazy¢,
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Tabela 2. Czesto$¢ przekazywania alleli

MMP-9

Rzadziej przekazywany allel T

Czesciej przekazywany allel C

Czestos¢ rzadkiego allelu 0,14
Przekazane/nie przekazane 16/10

Chi? 1,385

p 0,241
Istotnos¢ statystyczna nieistotne statystycznie

ze w takich analizach nie da si¢ wykluczy¢ efektu stratyfikacji, ktory mogiby spo-
wodowa¢ falszywie pozytywne wyniki. Dzigki wykorzystaniu metody TDT, ktora
polega na analizowaniu genotypdw zaréwno osoby chorej, jak i jej obojga zdrowych
rodzicéw (tworzacych razem tzw. trio), unika si¢ tego typu btedow. W statystycznej
analizie uwzglednia si¢ jedynie trio informatywne, sktadajace si¢ z rodzicow, ktorzy
po oznaczeniu genotypdéw badanego polimorfizmu okazali si¢ osobnikami heterozy-
gotycznymi. Statystycznie kazdy z alleli powinien by¢ przekazywany z taka sama
czgstoscia (50%). Jesli tak nie jest, istniejq przestanki, aby postulowac, iz allel czgsciej
przekazywany moze by¢ zwiazany z choroba.

Wykazanie braku asocjacji badanego polimorfizmu ze schizofrenia nie wyklucza
faktycznego udziatu MMP-9 w patogenezie choroby. W analizie statystycznej wzigto
pod uwagg 26 trio informatywnych, co stanowi niewielka grupe w tego typu badaniach.
Konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan w wigkszej, bardziej homogennej
grupie z wykorzystaniem innych metod statystycznych. Dodatkowo, uzyskanie mia-
rodajnych wynikéw komplikuje zréznicowany obraz kliniczny choroby.

Na patogenezg schizoftrenii, tak jak i innych choréb ztozonych, oprocz czynnikow
genetycznych maja wplyw takze czynniki srodowiskowe, dlatego postuluje si¢ jako
najbardziej prawdopodobny ztoZzony model dziedziczenia (wiele gendw, o bardzo ma-
Iym efekcie genetycznym). Dlatego niezbgdne sa dalsze badania w celu ustalenia fak-
tycznego udzialu metaloproteinaz, a zwtaszcza MMP-9 w patogenezie schizofrenii.

Whioski

Po przeprowadzeniu badan nad funkcjonalnym polimorfizmem -1562C>T meta-
loproteinazy 9 nie stwierdzono istotnego statystycznie zwiazku z zachorowaniem na
schizofrenig.

CeMeliHble acconMaTUBHBIE HcceA0BaHus nojaumopdusma -1562C >T rena MMP-9
npu mu3oppennn

Conep:xanue

3ananue. 3aganueM uccnenoBanus O0bn1 aHaam3 TT mommmopdusma -1562C>T rena MMP-9
npu mm3oppernr. MMP-9 sBrsieTcst KaHIUIATCKEM TCHOM, CBSI3aHHBIM C HEHpPOpPa3BUTEIHHON
THIIOTE301 u30(peHnu.
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Mertoap!. MccnenoBanus npoBeaeHs! cpeau 147—-rpuro (mauueHT 1 000U ero 310pOBbIE POAUTENN).
Tenetnueckuii MaTepuas ObLT H30JMPOBAH U3 JICHKOIMTOB METOIOM BbicaxkuBaHusl. [lomumopduzm
uccnenosan merogom PLIP-POJIII.

CrarucTrdeckuii ananus3 mpoBeseH ¢ ucrnonb3zoBanueM Tecta T T (Transmission Disquilibrium
Test) ¢ ©CHONB30BaHUEM TIPOTPaMMBI XaJIOBBIO B. 4, 2.

Pe3yabrarel. He oTMedeHO CyIIeCTBEHHO-CTAaTHCTHYECKOTO PA3IMYMS 3aBUCHMOCTH MEXKITY
aHAIN3UPOBaHHBIM HomuMopdrzMoM MMP-9 (-1562C>T) u mm3oppenneii.

BruiBoabl. YTBepakIeHHE OTCYTCTBUS ACCOLUALINY HE UCKIIIOYAET BO3MOKHOIO yuyacTus MMP-9
B maroreHese mu3odpenun. HeoOXoquMBbIM SBISIETCS TIPOBEICHHE MMOCIEAYIOINX HCCICIOBAHIN
Ha OOJIBIINX IPYNIAX W HHBIX TOITYIISIHSX.

Assoziationsstudien am -1562C>T-Polymorphismus im MMP-9-Gen in Schizophrenie

Zusammenfassung

Ziel. Das MMP-9-Gen ist Kandidatengen, das mit der neurobiologischer Hypothese
der Schizophrenie verbunden ist. Das Ziel der Studie war die TDT-Analyse des -1562C>T
-Polymorphismus im MMP-9-Gen in der Schizophrenie.

Methoden. Die Studien wurden auf 147 Trios durchgefiihrt (Patient und beiden gesunden Eltern).
Das genetische Material wurde durch Aussalzen aus Leukozithen isoliert. Der Polymorphismus
wurde mit dem RFLP/PCR-Verfahren untersucht, die statistische Analyse wurde mit dem TDT-Test
(Transmission Disquilibrum Test) mit Hilfe vom Haploview v.4.2-Programms durchgefiihrt.

Ergebnisse. Es wurde keine statistisch signifikante Abhéngigkeit zwischen dem analysierten
MMP-9 — Polymorphismus (-1562C/T) und der Schizophrenie bewiesen.

Schlussfolgerungen. Die Tatsache, dass keine Assoziation gefunden wurde, zeugt davon nicht,
dass sich MMP-9 an der Pathogenese der Schizophrenie nicht beteiligt. Es ist notwendig, weitere
Studien an groeren Gruppen und anderen Populationen durchzufiihren.

L’étude des associations familiales du polymorphisme-1562C>T du géne MMP-9
pendant la schizophrénie

Résumé

Objectif. MMP-9 est un gene candidat lié¢ avec I’hypothése du neuro développement de la
schizophrénie. On essaie d’analyser TDT du polymorphisme-1562C>T du géne MMP9 pendant la
schizophrénie.

Méthode. On examine 147 trios (patient et ses deux parents sains). Le matériel génétique est
isolé des leucocytes en usant la méthode de salage. Le polymorphisme est analysé avec la méthode
PCR-RFLP, I’analyse statistique est faite avec le teste TDT (Transmission Disquilibrium Test) en
usant le programme Haploview v.4.2.

Résultats. On ne trouve pas d’association signifiante du polymorphisme examiné MMP-9(-
1562C>T) et de la schizophrénie.

Conclusion. Ce manque d’association n’exclut pas la contribution possible du géne MMP-9
dans la pathogénie de la schizophrénie. Donc il est nécessaire de continuer d’autres recherches en
question contenant les plus nombreux groupes et d’autres populations.
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