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Kratko priopcenje / Short communication

Povezanost minor anomalija u shizofreniji
i polimorfizama gena iz superobitelji

fosfolipaza A2

An association between minor physical anomalies in schizophrenia
and polymorphisms in phospholipase A2 genes

Alena Bureti¢-Tomljanovi¢!’, Anja Petaros?, Sergej Nadalin', Gordana Rubesa3,

Dradko Tomljanovi¢*, Gordana Zauhar®

Sazetak. Cilj: Neurorazvojna hipoteza shizofrenije implicira abnormalnu regulaciju metabolicke
kaskade arahidonske kiseline (AA), a minor anomalije (MA) navode se kao potencijalni markeri
abnormalnog razvoja mozga. U radu je istrazena moguca povezanost varijacija u trima genima iz
superobitelji fosfolipaza (PLA2) iji su produkti ukljuceni u signalni put AA s pojavom MA glave i lica
u shizofrenih bolesnika. Metode: U istrazivanje su uklju¢ena 63 ispitanika (32 Zene i 31 muskarac)
Klinike za psihijatriju KBC-a Rijeka s potvrdenom dijagnozom shizofrenije prema DMS-IV
kriterijima. Procijenjeno je 30 varijabli koje opisuju varijacije lica, o€iju, nosa, usnica, nepca, jezika i
usiju, te odreden ukupan broj MA u svakog ispitanika. Polimorfizme gena PLA2G4A (rs10798059,
G/A ili Banl polimorfizam), PLA2G6A (rs4375, C/T) i PLA2G4C (rs1549637, A/T) analizirali smo PCR-
RFLP metodom. Rezultati: Pronadena je statisticki znacCajna povezanost izmedu zbroja MA i
PLA2GAC genotipa (tau, ,,.,. = 0,214; P = 0,014) pri emu je medijan zbroja MA bio najvisi u TT
homozigota i iznosio 13 (raspon od 10 do 16). Takoder smo utvrdili statisticki rubno znacajnu
interakciju PLA2G4A i PLA2G6A genotipova, pri ¢emu je najvisi medijan zbroja MA naden u
homozigota GG/CC (14; raspon od 10 do 22), odnosno u odsutnosti PLA2G4A-A ili PLA2G6A-T
alela (P = 0,058). Zakljuéak: Rezultati upucuju na mogudu povezanost varijacija u genima
ukljucenim u rani razvoj Ziv€anog sustava s pojavom MA glave i lica u shizofrenih bolesnika.

Kljuéne rijeci: gen PLA2G4A, gen PLA2G4C, gen PLA2G6A, geneticki polimorfizmi, minor
anomalije, shizofrenija

Abstract. Aim: The neurodevelopmental hypothesis of schizophrenia implicates abnormal
regulation of the arachidonic acid (AA) metabolic cascade while minor physical anomalies
(MPAs) are indicated as a potential markers of abnormal brain development in patients with
schizophrenia. We tested whether risk for MPAs was associated with variations in three
genes of phospholipase A2 (PLA2) superfamily as PLA2s play an important role in signaling
pathway of AA. Methods: 63 patients (32 females and 31 males) from the Psychiatry Clinic,
Clinical Medical Centre Rijeka, were recruited for this study; the diagnosis of schizophrenia
was confirmed using DSM-IV criteria. We investigated 30 MPAs of the head and face re-
gions, and correlated their total number with genotype and allelic variants of polymor-
phisms in genes PLA2G4A (rs10798059, G/A or Banl polymorphism), PLA2G6A (rs4375, C/T
variation) and PLA2GA4C (rs1549637, A/T variation). Genotyping was performed by PCR-RFLP
method. Results: Significant correlation was found between MPA total score and PLA2G4C
genotype (tau, ,,.,=0,214; P=0,014); the highest median was found in TT homozygotes (13;
range=10-16). A trend for synergistic effect of two polymorphisms, each one in PLA2G4A
and PLA2G6A genotypes, was also detected. The highest MPA score median was found in
GG/CC homozygotes (14; range=10-22; P=0,058) or in the absence of PLA2G4A-A and PLA-
2G6A-T alleles. Conclusions: The results suggested possible association between particular
variations in the genes crucial during early development of central nervous system (genes of
the PLA2 superfamily) with higher total number of MPAs of the head and face.

Key words: gene PLA2G4A, gene PLA2GA4C, gene PLA2G6A, genetic polymorphisms, minor
physical anomalies, schizophrenia
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uvobD

Minor anomalije (MA) ili odstupanja od normal-
ne morfogeneze smatraju se blagim neurorazvoj-
nim poremecajima. MA nastaju tijekom prvog i
drugog tromjesecja trudnoce, a u bolesnika sa
shizofrenijom MA nadu se u znacajno vecem bro-
ju negoli u zdravoj, psihijatrijski nelijeCenoj popu-
lacijiv2. MA zahvacaju lice, o€i, usi, usnu Supljinu,
ruke i stopala, a u njihovoj etiologiji pretpostav-
ljeni su utjecaji genetickih i epigenetickih ¢imbe-

Neurorazvojna i neuroprijenosna hipoteza shizofrenije
pretpostavljaju da odredeni geneticki i okolisni cimbeni-
Ci uvjetuju poremecaje razvoja mozga i rezultiraju dis-
funkcionalnim prijenosom monoaminergickih signala
povezanih s pojavom bolesti. Abnormalna regulacija
metabolicke kaskade arahidonske kiseline predlozena je
kao biokemijski marker za abnormalan rani razvoj moz-
ga i implicirana je u etiologiji Alzheimerove bolesti, bi-
polarnog afektivnog poremecaja i shizofrenije.

nika. MA se ve¢om ucestalosc¢u javljaju i u zdravih
rodaka osoba oboljelih od shizofrenije, $to upu-
¢uje na nasljednu komponentu tih anomalija. Pri-
sutnost MA, narocito u kraniofacijalnom podruc-
ju, povezuje se i s ranim poremecajima razvoja
mozga zbog bliske povezanosti razvoja mozga i
lica izmedu 6. i 12., pa sve do 16./17. tjedna ge-
stacije. U tom se kontekstu MA mogu smatrati di-
jelom sindroma shizofrenije3. Dosad je istrazena
moguca povezanost MA i Val/Met polimorfizma u
genu COMT (genu za katehol-O-metil transfera-
zu) koji je gen kandidat za podloZnost pojavi psi-
hoti¢nih epizoda. Joo i sur.* u tom istraZivanju
nisu utvrdili povezanost Val/Met genotipa i uku-
pnog zbroja MA u uzorku od 214 bolesnika s dija-
gnozom shizofrenije, kao niti u kontrolnom uzor-
ku od 238 zdravih osoba. Ti su autori koristili
modificiranu Waldropovu metodu evaluacije MA
kojom su procijenili prisutnost ili odsutnost 15
MA u kraniofacijalnom podrucju, te na rukama i
stopalima.

Buduci da su MA moguci markeri abnormalnog
razvoja mozga i s obzirom na neurorazvojnu hipo-
tezu shizofrenije3, u ovom smo istraZivanju odlu-
Cili ispitati postoji li povezanost odredenih varija-

cija u genima c¢iji su produkti ukljuceni u signalni
put arahidonske kiseline (20:4n-6, AA) s pojavom
MA. Abnormalna regulacija metabolicke kaskade
AA predloZena je kao biokemijski marker za ab-
normalan rani razvoj mozga i implicirana je u eti-
ologiji Alzheimerove i drugih neurodegenerativ-
nih bolesti, bipolarnog afektivhog poremecaja i
shizofrenije®®. Neurorazvojna i neuroprijenosna
hipoteza shizofrenije pretpostavljaju da odredeni
geneticki i okolisni ¢imbenici uvjetuju poremeca-
je tijekom razvoja mozga i rezultiraju disfunkcio-
nalnim prijenosom monoaminergickih signala,
povezanih s pojavom bolesti®.

Otpustanje AA sa sn-2 poloZaja u molekulama
membranskih fosfolipida dogada se tijekom do-
paminergickog i glutamatnog prijenosa signa-
[al®1! rasta neurita i dendrita'?, nastanka memo-
rije i sinaptogeneze®, a kataliziraju ga enzimi iz
superobitelji fosfolipaza A2 (PLA2). Enzimi iz PLA2
obitelji brojni su i mogu se razvrstati u 15 razlici-
tih skupina i pet podtipova®®. Mnoge njihove
funkcije jos su nedovoljno istrazene. PLA2 enzimi
klju€ni su u nizu fizioloskih procesa u organizmu i
mozgu: moduliraju upalne procese, sudjeluju u
procesima stanic¢ne signalizacije, odrzavaju lipid-
nu homeostazu i integritet membrana reguliraju-
¢i sastav i omjer dugolanéanih masnih kiselina i
dr4. Ipak, Cini se da je za ucinkovitu kaskadu AA u
mozgu neophodna interakcija nekoliko enzima iz
PLA2 obitelji, ponajprije iz skupina 4A, 2A i 6A%.
AA i ostale dugolancane polinezasi¢ene masne ki-
seline otpustene iz membranskih fosfolipida
mogu se metabolizirati drugim enzimima (ciklo-
oksigeneze, lipoksigenaze, enzimi iz skupine cito-
kroma P450) u niz produkata koji sudjeluju u mo-
duliranju upalnih procesa!®?’. Nedavna studija u
hrvatskoj populaciji uputila je na udruzenost vari-
jacije u genu PLA2G4A i varijabilne klinicke ek-
spresije shizofrenije®. Najnovija studija u kine-
skoj populaciji takoder upucuje na znacajnu
udruZenost varijacija gena PLA2G7 (PAF-AH
engl. platelet-activating factor-acetylhydrolase) i
PNPLA8 (engl. patatin-like phospholipase doma-
in-containing protein 8) i klinickih simptoma shi-
zofrenije®.

Abnormalnosti membranskih fosfolipida u neuro-
nima ali i perifernim stanicama dobro su poznate
iz znanstvene literature>?®2'. S obzirom na neuro-
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razvojnu hipotezu shizofrenije i ulogu enzima
PLA2 u razvojnim procesima, u nasem smo istra-
Zivanju ispitali mogucu povezanost polimorfiza-
ma triju gena iz superobitelji fosfolipaza A2:
rs10798059 u PLA2G4A (G/A), rs4375 u PLA2G6A
(T/C)irs1549637 u PLA2GAC (A/T) s pojavom MA
glave i lica u bolesnika sa shizofrenijom. Ranije
asocijacijske studije navedene su polimorfizme
povezale s genetickim rizikom za pojavu shizofre-
nije u kineskoj?*?3, korejskoj?*i brazilskoj popula-
ciji?®, dok u europskim populacijama??’, kao i hr-
vatskoj, nije utvrdena takva povezanost®®.

ISPITANICI | METODE

U istraZivanje su ukljucena 63 ispitanika (32 Zene
i 31 muskarac) s potvrdenom dijagnozom shizo-
frenije prema DMS-IV kriterijima. Ispitanici su
hospitalizirani u Klinici za psihijatriju Klinickog
bolnickog centra Rijeka zbog akutizacije shizofre-
nije. Prije evaluacije MA i uzimanja uzorka krvi
upoznati su s postupkom i svrhom istraZivanja te
su potpisali informirani pristanak. Istrazivanje je
provedeno uz potporu Etickih povjerenstava Kli-
nickog bolni¢kog centra Rijeka i Medicinskog fa-
kulteta u Rijeci. U uzorak nismo uvrstili ispitanike
s mentalnim ili neuroloskim poremecajima, one s
prethodnom traumom glave ili cerebralnim inzul-
tom, kao niti bolesnike u kojih se dotad javila
samo jedna psihoti¢na epizoda. Srednja dob ispi-
tanika u trenutku evaluacije MA (x * SD) bila je
40,38 + 12,40 (38,55 + 12,65 u muskaraca i 42,16
+ 12,07 u Zena), a srednja vrijednost duljine traja-
nja bolesti iznosila je 15,29 + 11,09 godina (14,29
+ 10,90 u muskaraca i 16,29 + 11,37 u Zena).
Srednja dob ispitanika niti trajanje bolesti nisu se
znacajno razlikovali medu spolovima.

MA su evaluirane prema modificiranoj skali Lane i
sur.?® Ukupno je procijenjeno 30 varijabli koje
opisuju asimetriju i varijacije lica, ociju, nosa,
usnica, nepca, jezika i usiju. Analizirane varijable i
metode procjene zbroja MA opisane su u nasem
prethodnom radu?. Medijan zbroja MA iznosio je
9 (raspon 2 — 22). U muskaraca je vrijednost me-
dijana bila 10 (raspon 3 — 22), a u Zena 7 (2 — 16).
Razlika izmedu spolova je statisticki rubno znacaj-
na (Man-Whitney U-test, P = 0,057).

Analiza genotipova na trima lokusima provedena
je metodom PCR-RFLP*22, Kontrolna skupina u
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kojoj su analizirane minor anomalije opisana je u
prethodnom radu?, ali u toj skupini nije bilo mo-
guce prikupiti uzorke krvi radi genotipizacije.
Povezanost genotipova i alela s ukupnim zbrojem
MA analizirali smo Kruskal-Wallisovim (za uspo-
redbu prema genotipu) i Man-Whitneyjevim
U-testom (za usporedbu prema prisutnosti ili od-
sutnosti alela u genotipu), te izracunavanjem
Kendallovih koeficijenata korelacije. Moguce in-
terakcije genotipova na dvama analiziranim poli-
morfnim mjestima testirali smo multivarijantnom
analizom varijance (MANOVA).

REZULTATI

Kruskal-Wallisovim i Man-Whitneyjevim dvo-
smjernim U-testom nismo utvrdili statisti¢ki zna-
Cajne razlike u zbroju MA s obzirom na genotip, ili
prisutnost ili odsutnost pojedinoga alela u geno-
tipu. Kendallov koeficijent korelacije pokazao je
statisticki znacajnu vrijednost u slucaju PLA2G4C
genotipa (tau,,,,.,.= 0,214; P = 0,014). TT homo-
zigoti imaju najvisi medijan zbroja MA u uzorku
(13; raspon = 10 — 16). Varijabilan PLA2G4C geno-
tip (AA, AT, TT) opisao je 4,6 % (tau’?= 0,457) vari-
jabilnosti ukupnog zbroja MA u nasem uzorku.
Ispitivanjem mogucdeg sinergistickog ucinka istra-
Zenih polimorfizama utvrdili smo statisticki rubno
znacajnu interakciju PLA2G4A i PLA2G6A genoti-
pova (P = 0,058). Dvostruki homozigoti GG/CC na
PLA2G4A i PLA2G6A lokusima imaju najvisi medi-
jan zbroja MA (14; raspon 10 — 22). Analizom po-
mocu MANOVE dobili smo isti rezultat: najvisi
srednji zbroj MA naden je u dvostrukih homozi-
gota GG/CC (15,00 + 5,03; F = 14,343; P < 0,001),
dok je u ostalim kombinacijama vrijednost zbroja
MA bliska srednjoj vrijednosti Citave skupine.

RASPRAVA

Shizofrenija je dusevna bolest bez jasno definira-
ne patofiziologije s mogu¢om neurorazvojnom i
neurodegenerativnom komponentom. Uloga
mnogobrojnih enzima iz superobitelji PLA2 indici-
rana je tijekom ranog embrionalnog razvoja moz-
ga i Ziv€evlja. Aktivnost PLA2 enzima u mozgu Sta-
kora najvisa je 12. dana gestacije, nakon cega se
smanjuje i zadrZava bazalnu aktivnost tijekom po-
stnatalnog razdoblja*®. Rana PLA2 aktivnost zabi-
ljeZzena je i u primarnim kulturama embrionalnih
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neurona korteksa Stakora, $to upucuje na to da bi
enzimi PLA2 mogli imati ulogu u stanicnom pre-
Zivljavanju neurona i stvaranju brojnih ogranaka
aksona®. Aktivnost PLA2 kaskade klju¢na je za
sposobnost neurona da odgovori na vanjske si-
gnale te za sposobnost preraspodjele elemenata
citoskeleta. Stovi$e, prema studiji Forlenze i sur.2
za normalan je razvoj kortikalnih i neurona hipo-
kampusa u stani¢noj kulturi bio neophodan funk-
cionalni integritet i kalcij-ovisnih i kalcij-neovisnih
PLA2 enzima. Membranski fosfolipidi glavni su

Aktivnost fosfolipaza A2 zabiljeZena je u primarnim kul-
turama embrionalnih neurona korteksa Stakora, Sto
upucuje na to da bi fosfolipaze A2 mogle imati ulogu u
stanicnom prezivljavanju neurona i stvaranju brojnih
bocnih ogranaka aksona. Aktivnost PLA2 kaskade kljuc-
na je za sposobnost neurona da odgovori na vanjske
signale te za sposobnost preraspodjele elemenata cito-
skeleta.

izvor signalnih molekula — dugolancanih polineza-
sicenih masnih kiselina. Membranski fosfolipidi
neurona i drugih stanica u mozgu obiluju dugo-
lan¢anim, polinezasi¢enim masnim kiselinama, a
narocito dokozaheksaenskom kiselinom (22:6n-3,
DHA). Ona ¢ini > 17 % teZine svih masnih kiselina
u mozgu®. Osim nje vazna je i AA, no Cini se da je
za pravilnu funkciju membranskih sustava u stani-
ci klju¢an upravo omjer zastupljenosti pojedinih
dugolancanih masnih kiselina. Enzimi iz superobi-
telji PLA2 kataliziraju otpustanje molekula dugo-
lan¢anih masnih kiselina sa sn-2 poloZaja moleku-
la fosfolipida tijekom prijenosa Ziv€anih signala,
¢ime ujedno nastanu toksi¢ne molekule lizofosfo-
lipida. Otpustene masne kiseline sluze kao drugi
glasnici ili se metaboliziraju u eikozanoide i druge
spojeve’®. Metabolicke kaskade koje zapodinju
aktivnoséu enzima PLA2 ukljucene su, osim u do-
paminergicki, u serotoninergicki, glutamatergicki
i kolinergicki prijenos Zivéanih impulsa’®®®. U ra-
noj fazi Alzheimerove bolesti navedeni mehaniz-
mi prijenosa ne funkcioniraju pravilno zbog nis-
hodne regulacije kolinergickih i glutamatergickih
receptora, Sto se povezuje s inhibicijom kalcij-ovi-
snih i kalcij-neovisnih PLA2 enzima, a rezultira
slabljenjem pamcenja'®3'. U kasnijoj fazi bolesti

javlja se pojacana aktivnost PLA2 enzima Sto za
posljedicu ima pojavu upale, oksidacijsklog stresa
i pocetak neurodegenerativnih promjena. Pro-
dukt gena PLA2G6A je kalcij-neovisna fosfolipaza
A2 (iPLA2) koja u neuronima uglavnom otpusta
DHA iz membranskih fosfolipida®?, dok je produkt
gena PLA2G4A citosolna, kalcij-ovisna fosfolipaza
A2 (cPLA2) koja vise sudjeluje u otpustanju AA iz
molekula membranskih fosfolipida®. Gen PLA-
2G4C kodira citosolni, kalcij-neovisni enzim koji
je, moguce je, uklju¢en u remodeliranje mem-
branskih fosfolipida (vezanje razlicitih acilnih sku-
pina na glicerolsku jezgru) i uklanjanje Stetnih li-
zofosfolipida iz stanica®. Citosolni PLA2 enzimi
vazni su u kolinergickim neuronima u kojima se
sintetizira kolin, prekursor acetilkolina®'. Rezultati
nasega istrazivanja upucuju na mogucu udruZe-
nost varijanata u genima za fosfolipaze A2 s poja-
vom veceg broja MA u bolesnika s dijagnozom
shizofrenije. Potrebno je istaknuti mogudi sinergi-
sticki ucinak dviju varijanata: kalcij-ovisne i kalcij-
neovisne fosfolipaze A2. Bitan nedostatak nasega
istrazivanja je mala veli¢ina uzorka, $to za poslje-
dicu ima manji broj homozigotnih osoba na poje-
dinim lokusima. Na lokusu PLA2GA4C ucestalost TT
genotipa u europskim populacijama iznosi pribliz-
no 3,4 %, a u nasoj populaciji 2,7 % (neobjavljeni
rezultati). U nasem smo uzorku pronasli samo dvi-
je osobe toga genotipa, pa rezultate vezane za va-
rijacije genotipa u genu PLA2GAC treba prije ko-
nacnih zakljuaka provjeriti na veéem uzorku
ispitanika. Sto se tice PLA2G4A lokusa alel G ¢eddi
je u nasoj populaciji, pa se genotip GG javlja uce-
stalos¢u od 37,4 %. Na PLA2G6A lokusu, genotip
CC u nasoj se populaciji nade ucestaloséu od
20,9 %'8. Rezultate kombiniranog ucinka tih dvaju
lokusa je, unatoc statistickoj znacajnosti, takoder
potrebno provjeriti na vecem uzorku ispitanika.
Drugi je nedostatak ovoga istrazivanja nemoguc-
nost genotipiziranja kontrolne skupine. Nadalje,
ne treba zaboraviti niti Cinjenicu da je funkcija
gena ukljucenih u metabolizam i sintezu lipida pod
snaznim utjecajem okoli$nih ¢imbenika, ponajprije
prehrane®. Aktivnost fosfolipaze A2 moze moduli-
rati niz drugih ¢imbenika poput psihoaktivnih tvari
(kanabinoidi)®, lijekova®**’, pa ¢ak i kognitivnih ak-
tivnosti*® ili bolesti**. NeravnoteZa izmedu otpusta-
nja i ponovne ugradnje dugolancanih masnih kise-
lina u membranske fosfolipide u osnovi je
neurodegenerativnih i drugih bolesti.
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Studije na veéim uzorcima uz kontrolu okolisnih
¢imbenika neophodne su kako bismo specificne
varijacije u genima uklju¢enima u rani razvoj Ziv-

¢anog sustava (poput gena iz superobitelji PLA2)

mogli s vecom sigurnos¢u povezati s pojavom

manjih razvojnih anomalija glave i lica bolesnika

sa shizofrenijom.

ZAHVALA

Rad je napravljen uz potporu MZ0OS-a (projekt br.
062-0982522-0369).
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